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Uvod 

Skripta z fyzikalno-chcrnickych metOd su urcenc studcntom druhcho rocnika Farn1aceutickej fakulty 
UK. Budu sa vyuzivat' v cxpcrimcntalnych laborat6rnych cviccniach instmmentalnych metod predmctu 
analyticka chemia i ako zakladna litcratura pre studcntov tretieho rocnika povinno-ryberoveho predmc­
(U nove smcry v analytickcj chcmii. 

Pn spracuvani skript sa kladol doraz na zrozurnitcl'nosf, na znalos( teoretick)•ch zakladov anaJytic­
k)rch metod, na cxpcnmentalnu tcchniku, pricorn sa nadvazuJC na znalosti ziskanc pri predchadzajucom 
studiu chemickej kvalitativncj a kvantitativnej analyzy. ako aj d'alsich pripravnych disciplin 

Cicrom autorov bolo vybrat' rnodcmc instrumentalne analytickc mct6dy v sulade s trendom ich sueas­
ncho ryvoja so zrctel'om na ich vyuzitie najma vo farmaccutickcj pra..xi a pri kontrolc podmienok zivot­
ncho prostredia. Vybcr mct6d bol zostaveny tak, aby rozvijal tvorive schopnosti studcntov a vJcdol ich 
k analytickemu myslcniu. Vybcr metod demonstruje tcdmickc moznosti, ciele a prostricdky st'tcasncJ 
analytickcj chemic. 

Rcalizacia uloh v suladc s tedmick)'mi pod.micnkami (slovcnskou tcchnickou normou - STN) prispic­
va k adaptacii studcma na ric5enie problcmov sirokeho spcktra analytickej praxc. 

Skripta zahmuju iba uikladnc tcoretickc poznatky. ktorc su bczpod.micneene nutnc na zvlad.nutic 
cxpcrimcntalnych uloh, prieom sa prcdpoklada sustavnc srudium odporueancj studijnej litcratul)' i ab­
solvovama prcd.nasok z analytickcj chemic. Dalsim predpokladom je prcsnc dodrziavanic pracovnych 
postupov a zasad spravnej laborat6rncj praxc. poriadku a cistoty. Rovnako doleiite je vicst' si pracovny 
zosit. do ktoreho sa zapisuju vsetky Ciastkovc v)'sledky potrebne na celkovc vyhod.notcnic analyzy 
a vypracovanie zaverecncho protokolu, 

Uvcdene ulohy z oblasti scparacn}'ch, spcktralnych. elektrochemick)rch a nuklcarnych analytickych 
mct6d Stl oricntovanc na kvalitativnu analyzu (dokaz, idcntifikitcia) a kvantitativnu analyzu 
prcdovsetk)'m organick 'ch latok V Sttlade S potrcbami profilov)rch disciplin fan1laccutickcho Studia. 

Autori 
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1. SEPARACNE METODY 

Yo fannaceutickcj a biochemickcj analytikc sa bewe stretavame s analyzou vzoriek, ktorc st'1 jcdno­
duchSie alebo zJozitejsic zrnesi. Vacsinou jc preto nutne zloiky zo zmcsi pred analyzou oddelit' vhodny­
mi separacnymi postupmi. 

Z fyzikalnebo hl'adiska spolocn)rm znakom scparacnych metod jc distribUcia latky, resp. viacer)rch 
latok medzi dvc rozne fazy, ktore su v tesnom kontaktc. Nicktorc scparacne postupy sa pouzivaju ako 
met6dy na cistenie latok (krystalizacia, zrazanie, filtracia, destilacia, extrakcia, sublimacia). V analytic­
kej chemii nasli siroke uplatnenic ucinnejsic a citlivcjsie mct6dy, subome oznacene ako chromato­
graficke met6dy a met6dy elcktromigracne. 

Chromatograficky proces prebieha v prostredi tvorenom sustavou dvoch nemiesajucich sa faz . Nepo­
hybliva (stacionama, zakotvemi) faza moze byt' kvapalmi alcbo tuha, a b}'va usporiadami ako stipec 
(kol6na}, alebo plosna vrstva (papier, tenka vrstva sorbentu). Pohybliva (mobilmi) faza pretekajuca 
nepohyblivou fazou b}'va kvapalna alebo plynna. Zlo.Zky dclenej zmesi sa musia lisit' v afinitach k t)rmto 
dvom fazam. K ich rozdeleniu dochadza tak, ze zloika s vacsou afinitou k mobilnej faze je unasana JCj 
prudom, zatial' co zlozka s vacsou afinitou k staciomirnej faze zostava na mieste alebo sa pohybuJe 
pomalsie. Ak st'1 rozdicly v pohyblivostiach zlozick delenej zmesi dostatoene vel'ke, po urcitom ease sa 
zJoiky od seba uplne oddelia a vytvoria samostatne z6ny. Ak su farebne, ich polohu na tuhom nosiCi 
(papier, tenka vrstva, stlpcc) mozeme vidiet' priamo, v opacnom pripade ich musimc vhodnou ·f):zi­
kalnou alebo chemickou rcakciou zv)'raznit', cizc detegovat'. 

Podl'a povahy afinitnych sit, ktore sa uplati1uju pri sepanicii, rozdel'ujemc chromatografiu na: 

a) adsorpcnu: stacionama faza je adsorbent, ktor)' viaze dclenc hitky. Pricinou rozdclenia su ich 
rozdielne adsorpcnc koeficienty: 

b) rozdcl'ovaciu: staciomima faza je kvapalina zakotvena na tuhom nosici. K rozdcl'ovaniu dochadza 
na zakladc rozdielov v rozdel'ovacich koeficientoch delenych zloziek; 

c) i6novorymem1u chromatografiu: stacionarna faza jc menic i6nov, brzdnou silou jc rovnovaha 
vratnej v)rmennej reakcie i6nov medzi mcnicom i6nov a roztokom. Je pouzitcl'na iba pre latky schopne 
existencie v i6novej forme; 

d) chromatografiu na molekulov)rch sittich: stacionarna faza je lyofilny gel, ktorcho dutiny su vypl­
nene kvapalnou fazou. Separacia je zalozena na rozdiclnej difuzii latok s roznou vel'kost'ou molekul 
stipcom zrniecok molekuloveho sita s urcit}'m siet'ovanim. 

Toto rozdclenie je do istej miery schematickc, pretoze pri kazdom chromatografickom delcni sa uplat­
i'iuje viae mechanizmov, napr. pri i6novov)rmetmej cluomatografii sa okrem v)rmeny i6nov moze uplat­
novat' i adsorpcia. 

J>odl'a usporiadania stacionarnej a mobilnej fazy dclime chromatografiu na papierovli, tcnkovrstvovli 
a kol6novli (kvapalinova alebo plynova). 
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1.1. CHROMATOGRAFIA NA TENKEJ VRSTVE 

Z hl'adiska deliaccho principu je to adsorpcna chromatografia. Staciomimou fazou je adsorbent 
(najeastejsic sa pouziva silikagel alebo Ah03), ktor)r je nancseny vo forme tcnkcj vrstvicky na tuhej 
podloZke (sklo, hlinikova folia) . V praxi sa Ca.sto pouzivaju komercnc vyrabane silikagelove vrstvy. 

Pripravuju sa nanescnim kasovitej suspenzie silikagelu so spojivom (sadra, skrob) na hJinikov\1 f6liu . Po 
vysuseni v susiami vznikne dostatoene pevmi vrstva, ktora je pripravena na pouiitie. 

Roztok chromatografovancj vzorky sa nanasa mikropipetou vo forme bodky na oznacene miesto 
(start) blizko dolneho okraja dosky . Po zaschnuti nancscnych skvfn sa doska umicstni do uzavretej chro­
matografickcj komory, v ktorcj je na dne naliata pohybliva faza v takom mnozstve, aby ncsiahala po 
start chromatografovanych vzoriek. Aby sa zaistilo dokonalc nasytenie atmosfcry komol) parami 
kvapalnej fazy, su jej stcny vylozene filtracn)rm paprcrom narnocenym v tomto roztoku. Vzostupn)rm 
vzlinanim kvapalnej fazy vo vrstve sa uskutocni chromatograficke delenic (vyvijanie chromatogramu) 
Po vyvinuti chromatogramu sa oznaci linia rozp(rst'adla (celo). chromatogram sa vysusi a poloha skvfn 
rozdelenych latok sa zisti dctekciou. Najbewejsi sp6sob detckcie jc postrickanic chromatogramu rozto­

kom vhodneho skUmadla . Skvmy analyzovanych liltok sa vyhodnotia kvalitativne, rcsp. i kvantitativnc. 

Kvalitativne vyhodnotcnie. Kvalitu latky v danej chromatografickej sustavc charaktcrizuJe hodnota RF. 
co je pomcr vzdialcnosti stredu skvmy od startu ku vzdialenosti rela mobilncj fazy od startu (obr. 1). R,.. 
hodnoty su vsak reprodukovatel'ne len pri absolutnom dodrZani vsetkych experimentilJnych podmienok 
(zlozenic faz, druh sorbentu, hrubka vrstvy. atmosfera komory, tcplota atd'.), eo je vel'mi obt'ame. 
v praxj sa prcto skvmy analyzovanej vzorky porovnavaju so skvmami znamych latok (standardov). 
ktorc sa chromatografuju sueasne s analyzovanou vzorkou na tcj istej doskc. 

. 

~ 
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0 
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Obr. I Urrovanie hodnot RF 
Rp= fxllc 

U I o h a 1 . Delenie a identifikacia aminov na Silufole 

Delenic vol'nych aminov je zalozene na rozdielncj adsorptivitc na adsorbcntc, ktora suv1si s bazicitou 
delenych aminov. Dobre moinosti delenia sa dosahuju na vrstvach silikagclu, ktore sa u mis priemyselne 
vynibaju pod mizvom Silufol. 

Chemikalie a roztoky. Nezm\ma vzorka - zmes aminov; etanolovc roztoky standardov: p-fenylen­
diamin, m-fcnylendiamin, o-fcnylendiamin, p-toluidin, a -naftylamin, 2-ctylanilin, difenylamin, fenyl-2-

6 



naftyl-amin, vsetky w(standard) = 0,5 %; pohybliva rnza : dioxan : xylen = I : 3: detekcne skiunadlo : 
roztok kyseliny pikrovej w(k. pikr.) = 0,5 %; etanol na prem}'vanie pipety. 

Pracovny postup. Do suchej chromatografickej komory, ktorcj boene steny su vylozene filtracnym 
papierom, nalejeme I 00 ml pohyblivej fazy tak, aby sa cely papier navlhcil (aby sa zaistilo nas)'tenic 
atmosfery komory parami pohyblivej fazy). Komoru zakryjeme sklenenou doskou a zat'a.Zime. Na doske 
Silufolu si vo vzdialenosti I ,5 em od okraja oznacime obyeajnou ceruzkou bodka.mi v 1.5 em odstupoch 
miesta na nanasanie vzoriek (start) a ocislujeme ich I - 9. Na bodky I - 8 nancsieme asi 2 ~tl etanolo­
v)'ch roztokov standardov aminov ana posledne miesto rovnaky objem roztoku neznamcj vzorky. 

Nanasame mikropipctou tak, ze prilozcnim kapilary k povrchu roztoku nechame roztok nasal' do v)'s­
ky asi 0,5 em (ak jc stlpec v kapihire vyssi, prebytoeny roztok odsajeme do filtracneho papiera). Pipetu 
potom prilozime kolmo na start, prieom sa roztok vsajc do vrstvy (skvma ncma maf pricmer vacsi ako 
3 mm). Pipctu 3-krat premyjeme nasatim a odsatim ctanolu a nanasamc d'alsiu vzorku . Vymytu rnikro­
p•petu po skoneeni nanasania uchovavamc v skumavke. Po vysuscni skvrn vlozime dosku sikmo do 
chromatografickej komory tak, aby start nebol pod hladinou pohyblivej fazy. Komoru prikryjcmc skle­
nenou doskou a zat'aiime. Chromatografiu nechame prebichat' tak dlho, aZ pohybliva faza vystupi asi 
1.5 em pod okraj dosky. Potom chromatogram vybcricme, ciarou oznacime polohu cela a nechame vol'­
ne vysusit'. Zvysok pohyblivej fazy vratimc spat do tl'a5e a komoru vymyjeme. 

Vysuseny chromatogram detegujeme postriekanim roztokom kyseliny pikrovcj . Aminy po vysuscni 
poskytuju rozne zafarbene skvmy na Z.ltom pozadi (statim sa skvmy stavajti v)'razncjsie) . Zvysok detek­
cm!ho sktimad la vratimc do f1'a5e a vymyjeme rozprasovac. 

Vyhodnotenie. Po kvalitativnej stninkc je Iatka charaktcrizovana R,.. hodnotou , co jc pomcr vzdjalc­
nosti stredu skvrny od startu Lx a cela pohyblivej fazy od startu lc (obr. l). PodJ'a hoduot RF a porovna­
nim so skvmami standardov urcimc zlozenie a identifikujeme jednotlive zlozky nezniuncj vzorky. Do 
protokolu napisemc princip mct6dy a strucn)' pracovny postup. Da lej uvedicme v)tpocct R,.. hod.not 
standardov a zloziek analyzovanej vzorky. K protokolu prilozime chromatogram. 

(J I o h a 2 . Delenie a identifikacia fenolov na Silufole 

Zmes fcnolov mozno rozdelit' na zaklade rozdiclnej adsorpcic na silikagcle. Na baze silikagelu sa pric­
myselne vyrabaju tenke vrstvy pod nazvom Silufol. Adsorbent je naneseny na tenku hlinikovll f6liu , 
ktoru je moine l'ubovol'ne strihat'. 

Chemikalie a roztoky. Vzorka: zmes fenolov; etanolove roztoky standardov feno lov: p-aminofcnol, 
m-amlnofenol, pyrogalol, pyrokatechin, a-naftol, vsctky w(fenol) = 0,5 %; rezorcin, a -nitrozo-,8-naft:ol. 
o-anizol vsetky w(fenol) = 1,0 %; pohybliva faza: dioxan : kyselina octova : benzen = 25 : 4 : 90: 
detekcne skumadlo: roztok chloridu zelezitcho w(FcCb) = 5,0 %; ctanol na prcm)tvanie pipety. 

Pracovny postup. Do suchej chromatografickej komory, ktorej boene steny su vyloiene filtracnym 
papierom, nalejeme I 00 ml pohyblivej fazy tak, aby sa cely papier navlbcil (aby sa zaistilo nas)'tenie 
atmosfery komory parami pohyblivej fazy). Komoru zakryjcmc sklenenou doskou a zat'aiime. Na doske 
Silufolu si vo vzdialenosti 1,5 em od okraja oznacime obycajnou ccruzkou bodkarni v 1,5 em odstupoch 
miesta na nanasanie vzoriek (start) a ocislujcme ich I - 9. Na bodky I - 8 nanesiemc asi 2 ~tl 

etanolov)'ch roztokov standardov fenolov a na posledne miesto rovnaky objem roztoku neznamej 
vzorky. 

Nanasan1c mikropipctou tak, zc prilozenim kapilary k povrchu roztoku ncchame roztok nasat' do v)'s­
ky asi 0,5 em (ak je stipec v kapilare vyssi, prebytoeny roztok odsajeme do ftltracncho papiera). Pipetu 
potom prilozime kolmo na start, pricom sa roztok vsajc do vrstvy (skvma nema mat' priemer vacsi ako 
3 mm). Pipetu 3-krat premyjeme nasatim a odsatim etanolu a nanasame d'alsiu vzorku. Vymytu mikro-
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pipetu po skonceni nam1sania uchovavame v skumavke. Po vysuseni skvm vlozime dosku silano do 
chromatografickej komory tak, aby start nebol pod hladinou pohyblivcj fazy. Komoru prikryjeme skle­
nenou doskou a zat'aiime. Chromatografiu nechame prebiebat' tak dlho, az pohybliva faza vystupi asi 
1 ,5 em pod okraj dosky. Potom chromatogram vyberieme, ciarou oznacime polohu eel a a nechame vol'­
ne vysusit'. Zvysok pohyblivej fazy vratime spat' do fl'a5e a komoru vymyjemc. 

Vysuseny chromatogranl detegujeme postriekanim roztokom FeCh, ktor)r dava s fcnolmi komplexy 
rozneho sfarbenia. 

Vyhodnotenie. Po stninke kvalitativnej je Iatka cha.raktcrizovana RF hodnotou, eo je pomer vzdia­
lenosti stredu skvmy od startu lx a eela pohyblivej fazy od startu "· (obr. I). Podl'a hodnot RF a porov­
nanim so skvmami standardov urcime zlozenie a identifikujemc jednotlive zlozky nezniuncj vzorky Do 
protokolu napiseme princip mct6dy a strucny pracovny postup. f>alej uvedieme v}'poeet R, .. hodnot stan­
dardov a zloziek analyzovanej vzorky. K protokolu prilozimc chromatogram. 

1.2. lONOVOvYMENNA CHROMA TOGRAFIA 

Vymena i6nov je reverzibilny proces, ktory prebieha mcdzi stacion;ilmou fazou i6nomenica a fazou 
roztoku. Menicc i6nov (i6nomenice, ionexy) su makromolekuhirne zluccniny s mrieZkovou stmkturou, 
ktore maju na zakladnom skelete viazane ionizovatcl'nc funkcnc skupiny. Yo vodc a v roztokoch clck­
trolytov su ncrozpustne, ale napuCiavanim vytvaraju mikroporeznu matricu. V napucanom stave su 
i6ny, ktore boli viazane na funkcnu skupinu vol'ne pohyblivc a mozu difundovat' do roztoku a na ich 
miesto vstupuju i6ny z roztoku. Tato v)rmcna i6nov sa dejc v stechiometrickom pomere a prebieha ai do 

rovnovazneho stavu. Velicina, ktora sa pouziva na vyjadrenie rovnovahy ryrneny i6nov. je distribucny 
(rozdel'ovaci) koeficient D. Je to pomer koncentnicii i6nu vo faze i6nomenica a v roztoku. 

16nomenice, ktore maju viazane kyslc funkcnc skupiny (- S03H, - COOH, - OH), su schopne vymie­
nat' kati6ny, oznacuju sa ako kati6nomeniee (katexy). Ani6nomen.ice (anexy) maju funkcnc skupiny 
b:izicke (primame, sekundame alebo terciarne aminy). Podl'a druhu i6nu, ktory je viazany na funkcni1 
skupinu i6nomenica, hovorime 0 cykle i6nomeniea (napr. katex v H' -cykle; anex v cr-cykle). 

U I o h a 3 . Nepriame alkalimetricke stanovenie medi 

Princip neutralizacneho stanovenia kati6nov spociva v tom, ze pri prechode roztoku soli i6nu kovu cez 

stipec katexu v W -cykle dochcidza k v}'menncj reakcii a uvol'iiuje sa ekvivalentne mnozstvo kyseliny, 
ktoni stanovujeme alkalimetrickou titraciou. Priebeh a stechiometriu v)rmennej reakcie vystihuje rovnica 

2 katex- H + M2
+ = 2 katex-M + 2 H' 

Stanovenim kyseliny v eluate nepriamo stanovime sledovany ion. Na rovnakom principe mozno 
stanovit' aj ani6ny, ak pouzijeme ani6nomenic v OH- -cykle, prieom sa pri v}'mennej reakcii uvol'iiuje 
ekvivalentne mnozstvo hydroxidu 

anex- OH + x-= anex- X + OH-

Chemikalie a roztoky. Chromatograficka kol6na s Katexom S X-8 ; roztok kyseliny chlorovodikovej 

c(HCI) = 2 moVl, roztok hyd.roxidu sodneho c(NaOH) = 0,1 mol/1; roztok kyseliny dusicnej c(HN03) = 
= 2 mol/1 ; roztok dusicnanu striebomeho c(AgN03) = 0, 1 mol/1 ; roztok hexakyanoieleznatanu tetradra­
selnebo s koncent.raciou c(Kt[Fe(CN)6]) = 0,1 mol/1. 
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Pracovny postup. Priprava kol6ny sa robi len pri vymene naplne. Silne kysly i6nomenic Katex S X-8 
rozomelieme a preosiatim oddelime castice vel'kosti 0,3 - 0,5 mm, ktorc nechame v kadicke napuciavat' 
I - 2 dni asi v I 0-misobnom mnozstve vody. Potom niekol'konasobnou dekantitciou odstranime mensie 
casticc a na naplnenie kol6ny pouzijeme len frakciu, ktora sa ,.Ychlo usadzujc. 

--:-

Obr. 2. ChromatograJick;i kol6na naplnena i6nomenitom 

Chromatograficku ko16nu (obr. 2) upevnime na stojan a uzavrieme kohUt. Kol6nu naplnimc asi do 
polovicc vodou. K vYtoku zasunieme tycinkou chUJmiCik sklenenej vaty a nalicvamc suspenziu i6no­
mcniea az po horny okraj. Pootvorenim kohutika ncchame odtekat' prebytoenu vodu rychlost'ou 1 - 2 
kvapky za sekundu, pricom davame pozor, aby voda neklesla pod okraj stipca a aby sa v stipci ncvytvo­
rila vzduchova bublina. Suspenziu dolievame, az kym stipcc nedosiahne vysku asi 15 em. 

Aby sa zabrcinilo vireniu i6norneniea, ukoncime stipcc chumacikom sklenenej vaty. Takto pripraveny 
i6nomenic prevedieme do W -cyklu cym, Ze ccz neho nechiune pretiect' 200 ml roztoku HCI s c(HCI) = 
= 2 mol/1 rychlost'ou asi I - 2 kvapky za sekundu Prebytocnu kyselinu vym)'vame rovnakym sposobom 
vodou aZ do ncgativnej reakcie na cr. 

Postup pri stanoveni medi. Kohut kol6ny pootvorime tak, ze rychlost' prietoku je asi 1 - 2 kvapky za 
sekundu a ko16nu prem)rvame vodou, prieom dbame na to, aby voda ncklesla pod okraj stipca. Cast' 
eluatu zachytime do skumavky a urobime skusku na cr: roztok okyslime par kvapkami zriedenej HN03 

a pridame par kvapiek roztoku AgN03• V pripade negativnej reakcie kohttt uzavrieme a kol6na je 
pripravena na analyzu. V opacnom pripade premyvarne vodou a.Z do negativncj reakcie na chloridy. 

Roztok vzorky, ktory obsahuje Cu2
+ kvantitativne prenesieme do kadicky a zriedime vodou asi na 

50 mi. Zriedeny roztok po eastiach kvantitativne prenesieme do ko16ny. Od naliatia. vzorky do kol6ny 
zachytavame eluat do 250 ml odmemej banky a kol6nu premyvarne vodou, ai kYrn nevytecie objem asi 
220 ml. Potom koniec kol6ny a banku nad znackou oplachneme vodou. Po vysuseni hrdla banky nad 
znackou doplnime objem vodou z pipety po znacku odmernej banky. Potom roztok v odmemej banke 
premiesame a odpipctujeme z neho do titracnej hanky 25 ml a po pridani indikatora fenolftaleinu titru­
jcme odmemym roztokom NaOH do ruzoveho sfarbenia. Urobime tri paralelne stanovenia. 

Cu2
' i6ny zachytene na stlpci musime vymyt' a katex opat' previest' do H" -cyklu. Robime to tak, ze 

kol6nu prem}rvame roztokom HCI ai do negativnej rcakcie na Cu21 (odtekajuci eluat zachyteny do skU­
mavky nesmie po pridanl roztoku ~[Fe(CN)6] davat' lmedy zakal alebo zafarbenie). Kol6nu premyjemc 
vodou aZ do negativnej reakcie na cr, vypustny kohUt zatvorime a ko16nu uzavrieme zatkou, aby 
nemohlo dojst' k odpareniu vody nad stipcom ionexu. 
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Vyhodnotenie analyzy. Z troch paraJelnych stanoveni vypoeitame priememu spotrebu odmemeho 
roztoku, z ktorej vypoeitame hmotnosf Cu2+ v g v danej vzorke. Z rovnice stanovenia vypl}'va, ze Cu2

• 

vymieiia 2H'", preto n Cu2
+ == l/2 n l:t . 

U I o h a 4 . Oddel'ovanie a stanovenie medi a zinku 

Princip stanovenia. Pri dcleni i6nov kovov na ani6nomeniCi (ancxe) vyuzivame schopnosf niektorYch 
kati6nov tvorit' ani6nove komplexy, ktore sa viaiu na i6nomcnic 

M2
• + 4 HCI = MCt;- + 4 H' 

Tvorba komplexu zavisi od jeho stability a od koncentracic HCI v roztoku. Napr. zinoenaty kati6n jc 
v prostredi HCI s koncentraciou c(HCI) = 2 mol/1 uplnc viazany do komplcxu a kvantitativne sa sorbuje 
na anex, zatial' co za tychto podmicnok med'nacy ion komplex netvori a prechadza stipcom ionexu bez 
toho, aby doslo kjcho vazbe. Jeho koncentraciu momo stanovif v eluate vhodnou analytickou mct6dou. 
Nazome to ukazuje obr. 3, na ktorom je graf zavislosti rozdel'ovacieho koeficientu Dod koncentracie 
HCI. Ak po vymyti Cu2' zo stipca nechame pretiect' kol6nou vel'mi zriedcnu HCI, dochadza k rozkladu 
zinoenateho chl6rokomplexu a uvol'neny Zn2~ prcchadza kvantitativne do eluatu, kde ho mozno stano­
vit'. 

4 1---+---+-~ 

Zn 

12 c-l!C\ 

Obr. 3. zavislost' logaritmu rozdel'ovacich koeficicntov D media zin­
ku od koncentracie HCI na silne bazickom anexe 

Chemikalie a roztoky. Chromatograficka ko16na so silne bazick:Ym Anexom S X-8; roztoky kyseliny 
cblorovodikovej s koncentraciami c(HCI) = 4 moVJ, 2 moVl a 0,005 rnol/1; roztok tiosiranu disodneho 
s c(Na2S20 3.S H20) = 0,01 mol/1; roztok chelat6nu 3 c(chelat6n 3) = 0,0 1 mol/1; indikator eriochromova 
ciema T (zmes s NaCI 1: LOO); tuhy jodid draselny, Skrobov)r roztok: tlmiv)' roztok (54 g Nl-LCI a 350 m1 
koncentrovaneho roztoku NH3 doplnit' vodou na 1000 ml). 

Pracovny postup. Priprava stipca i6nomenica: na delenie a stanovenie zmesi Zn2 
.. a Cu2

+ pouZivame 
silne zasadity Anex S X-8, rozomlcty a preosiaty na vel'kost' zma 0,2 - 0,25 mm. Ani6nomenic pred 
analyzou nechame 1 - 2 dni napuciavat' v kadicke v 10-nasobnorn rnnozstve vody. Potom ho opakova­
nou dekantaciou zbavime jemnych castic a na naplnenie chromatografickej kol6ny pouzijeme len rychlo 
sedirnentujucu frakciu. Pripravenym i6nomenioom naplnime kol6nu postupom, ako je uvedeny v ulohe 3. 
Ak ide o now naplii kol6ny, prevedierne i6nornenic najskor do OW -cyklu preliatim I 00 ml roztoku 
NaOH s c(NaOH) = L rnol/1, potom prernyjeme vodou a preliatim I 00 ml HCI s c(HCI) = l mol/1 pre­
vedieme anex do Cr -cyklu (precyklovanie ani6norneniea). Prietokovu rychlost' pri vsetkych openiciach 
volime asi l - 2 kvapky za sekundu. 
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Postup stanovenia. Kol6nou nechame pretiect' 25 ml HCI s koncentraciou c(HCI) = 2 mol/l pri 
prictokovej l)rchlosti I - 2 kvapky za sekundu. Poeas cclcj price davame pozor, aby hladina v kol6nc 
bola vZdy nad stipcom, v opa~nom pripade by do stipca vnikJi vzduchove bubliny a bolo by potrebn6 
kol6nu znovu naplnit'. Eluat zachytime do kadicky a vylcjcmc 

K roztoku vzorky pridamc I 0 ml HCI s konccntn\ciou c(HCI) = 4 mol/1. Vw rku pot om kvantitativne 
prclcjcme do kol6ny, pricom na vyplachovanie pouzijeme HCI s c(HCI) = 2 moVI. Z kol6ny vyteka 
Cu2

·, ktol)r nctvori komplex, prcto cluat zachytcivamc do 100 ml odmcmeJ banky a kol6nu prem)'\'ame 
roztokom HCI s konccntraciou c(HCJ) = 2 moVI, ai k)rm nevytecie objem asi 90 ml. Potom koniec 
ko16ny a banku nad znackou oplachneme vodou Po vysuseni hrdla banky nad znackou doplnime objem 
vodou z pipety po znacku. Zinoenaty ch16rokomplcx rozlozimc a uvo l'nen~· Zn2

' vymyjcmc z kol6ny tal<. 
zc stlpcom nechamc prctiecf HCI s koncentraciou c:(HCI) = 0.005 moVl. Elwit zachytavamc do 200 ml 
od mcmej banky. Ehiciu ukoncimc podobne ako pn stanovcni mcd1. 

Po skonceni ko16nu premyjeme 30 ml HCI s konccntraciou c(HCI) = 2 mol/1, elm prcvcdicme i6no­
mcnic do H' cykJu. Potom kohut zatvorime a kol6nu dobrc uzavricmc zatkou. aby ncdoslo k odparemu 
kvapaliny nad i6nomenicom a vysuscniu stipca a aby pary HCI ncunikali do ovzdusia. 

J odometricke stanovenie Cuz.t-. Zo I 00 ml odmcmeJ bank). obsahujticcj Cu2
' odp1petujcmc 25 ml 

roztoku do titracnej bankv, zncdimc vodou na 50 ml, pridamc as• 2 g KJ. prcmicsomc a ihncd' titrujcmc 
vyluccny elementarny jod odmcmym roztokom Na2S20 3 ai do slabo zltcho zafarbcnia. Potom pridamc 
5 ml roztoku skrobu a titrujcmc do odfarbcnia. Titraciu robimc trikrat. 

ChelAtometricke stanovenic Zn21-. Roztok v 200 ml odmcrncj bankc prcmicsamc a odpipctujemc 
z ncho do troch titracnych banick po 50 mi. K roztoku pridamc mdikator cnochr6movil cicmu T, po 
kvapkach zriedeny amoniak az sa roztok zafarbi vinovoecrvcno a 2 ml tlmivcho roztoku. Potom titru­
jcme odmcm)'m roztokom chclat6nu 3 do Cisto modrcj farby. 

Vyhodnotenie stanovenia. Z pricmcm)•ch spotricb pri titracii vypoeitame obsah Cuz• a Zn~ ... v mg 
Vyslcdok prepocitamc na obsah kationu v celej vzorkc 

1.3. EXTRAKCNE METODY 

1.3.1. Zakladne pojmy 

Extrakcn)rmi mct6dami moZcme previcst' zlozky z tuhcj fazy do kvapaliny, z kvapaliny do kvapaJiny 
alebo z kvapaliny do tuheJ fazy. 

Rozhodujucc faktory, ktorc urcuju priebeh cxtrakcic z tuhcJ fazy do extrahovadla su rozpustnosf 
zloZky v extrahovadle a r)•chlost' jej prechodu z tuhej fazy do roztoku. Rozpustnost' mo.ino ovplyvnit' 
v)'bcrom cxtrahovadla a tcplotou. Rychlost' prechodu zloZky z tuhej fazy do roztoku z..'ivisi najma od 
vel'kosti castic tuhcj fazy, jej p6rovitosti, ako aj od rychlosti prenikania extrahovadla do tuhcJ fazy 
a rozpustnosti latky v extrahovadlc. 

Pretoze extrakcio latky z kvapaliny do kvapaliny sa pouziva v analytickej chemii podstatnc eastejsie 
ako extrakcia tuhej fazy kvapalinou, d'alsi text tejto kapttoly sa budc venovat' v}'hradne tejto mct6de. 

Zakladnou podmicnkou extrakcic zlo.iky z kvapaliny do kvapaliny je, aby sa roztok s cxtrahovadlom 
ncmiesal. Okrem oddelenia sa da sueasne dosiolmut' aj skoncentrovanie c:drahovanej latky, co je analy­
ticky v}'znamne. Pri cxtrakcii Iatka rozpustena v jcdnej z faz prechadza ccz fazovc rozhranie do fazy 
druhej (za predpokladu, ze je v ncj t..'l.ktiel. rozpustna) az do dosialmutia termodynamickcj rovnovahy 
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Tento dej sa oznacuje ako rozdel'ovanie (distribucia) hitky medzi dvomi kvapalnymi fazami. Pretoze 
rychlost' dosiahnutia rovnovahy zavisi aj od plochy rozhrania, ktoryrn Iatka prestupuje, da sa potrebny 
eas skratit' pretrepiwanim zmesi (doeasne sa t)'m plocha rozhrania zvacsuje). 

Vo vacsine pripadov ideo extrakciu elektroneutralnych latok latky z polamejsich vodnych roztokov 
do m,enej polamych organickych rozpust'adiel (napr. kvapalne uhrovodiky, ich halogenderivaty1 eter, es­
tcry, ket6ny, vyssie alkoholy a i.). Pre extrakciu zlozky z vodnej fazy do organickcj fazy je nevyhnutne 
pouZit' rozpust'adlo, ktore je nemiesatel'ne s vodou. Druhou podmienkou je. aby sana fazovom rozhrani 
netvorila emulzia. Vacsina organickych zlucenin st:1 elektroneutnilne bitky, ktorc mozu pri extrakcii 
prenikat' cez fazove rozhranie. Pri ich extrakcii mozno vhodnou vol'bou extrahovadla dosiahnut' vel'ke 
ryt'azk.y. Ak organicka Iatka obsahuje hydrofilne skupiny (napr. - OH. - COOH, - S03H a pod.). roz­
pust'a sa dobre vo vode a ryt'aiky extrakcie su vel'mi male. 16ny anorganick)'ch zlucenin mozno 
extrahovat' len po elimim\cii naboja ako i6nove asociaty alebo chelaty. 

Pomer koncentracie latky v obidvoch fazach je po dosiahnuti rovnovahy zayisly len od teploty a moz­
no ho vyjadrit' rozdeJ'ovacou kon~tantou K0 

K 
_ [AJorg 

o -
fAla,1 

kde [Alott je koncentracia zlozky A v organickom rozpust'adle a [A]aq koncentracia zlozky A vo vodneJ 
faze. Koncentracia Y organickej faze je teda lineamou funkciou koncentracie vo vodncj faze. 

V pripade, ak sa dana Iatka maze vyskytovat' v roztokoch YO Yiacer)'ch formach (moze hydrolyzovat', 
disociovat', asociovat', tvorit' komplexne zluceniny a pod.), jej rozdelenie medzi dvc nemicsajuce sa kva­
paliny je ryhodne vyjadrit' rozdel'ovacim pomerom D 

kdc c(A) je celkova analyticka koncentnl.cia latky A v prislusnom rozpust'adle po ustaleni rovnovahy. 

Ak sa rozdel'oYaci pomer ryraznejsie odlisuje od jednotky, nastilva obohatenie jednej fazy latkou. 
Prakticky ryznam maju predovsetk)'rn stistavy, v ktorych D > l : umoznuju extrahovat' a skoncentrovat' 
latku zo zriedeneho vodneho roztoku do mensieho objcmu organickej fazy. 

Stupen prechodu latky do jednej z faz sa oznacuje ako v:Yt'aiok extrakcie R. Vyfazok extrakcie 
zavisi okrem rozdel'ovacieho pomeru este od dvoch d'alsich faktorov: od pomeru objemov faz VorgfVaq, 

od poctu n extrakcii. Po vytrepani a oddeleni , v)'trepku" sa zostatok latky Yo vodnej faze znovu extra­
huje cerstv)'m podielom organickeho rozpust'adla a to sa opakuje n-knit. V-yt'aiok extrakcic sa vyjadru­
je ako pomer extrahovaneho a celkoveho mnozstva latky v analyzovanej vzorke. Pn kvantitativneJ 
extrakci.i by mal hodnotu 1. V skutoenosti je mensi o nevyextrahovany zvysok 

R= l ---­
(rD + I)" 

Pri danom rozdel'ovacom pomere mOZnO zrysit' v)rt'aiok zvacsenim objemu organickej fazy alebo 
opakoYanYmi extrakciami. Pretoze (n) je v exponente, ucinnejsie a ekonomickejsie je niekol'konasobne 
vytrepavanie mel1Simi ako jednorazove vytrepanie vel'k)'rn objemom organickeho rozpust'adla; pritom sa 
extrakt zbytoene nezried'uje. V)'t'aiok extrakcie sa casto vyjadruje v percentach 
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R% = lOO.R= lOO 
(rD + I)" 

Uplmi extrakcia latky je tcda dana hodnotou I 00 %. 

1.3.2. Laboratorna technika a aplikacia 

Extrakcia zlozick z kvapaliny do kvapaliny jc jednoducha. Na kvalitativne ueely sa obe fazy prctrepa­
vaju v skumavke uzatvorenej zatkou . Na ex1rakciu na kvantitatfvne uccly sa najcastejsic pouzivaju 
oddel'ovacie lieviky k6nickeho tvaru s kratsou stopkou, pretoze v dlhcj stopke sa zadrziava extrakt 
a stopka sa faiko cisti. Vel'kost' oddcl'ovacieho lievika sa voli podl'a objemov kvapalnych faz tak, aby 
objem obidvoch kvapalin neprcsahoval 70 % objemu lievika. Vzhl'adom na pracu s organick)'mj rozpus­
t'adlamj zatky a kohUty sa nemazu vazelinou, vyhodnejsie je preto pouzivat' licviky s tef16noyYmi kohut­
mi a zatkami ako so sklenen)·mi . 

Zmcs oboch faz sa intenzivnc pretrcpava pocas udanej alcbo empiricky urcencj doby (niekedy i nie­
kot'ko minut). Poeas cx1rakcie jc v)'hodne driat' pravou rukou hrdlo licvika so zatkou, aby zuzcnie 
k6nusu smerovalo do diane a prstami bolo mozne otacat' kohutom. T:Ymto sposobom ddania lievika sa 
zabranujc ohrievaniu lievika a zvysovaniu tlaku prchav)'ch rozpust'adicl. Prctlak, ktor)' napriek tomu 
v lieviku vznikil, sa uvol'ni kohutom po otoccni lievika hore stopkou. lntenzivne pretrepavanie s uvol'ne­
nim prctlaku sa zopakuje nickol'koknit. Po zavcscni lievika do kruhu zachytencho na stojanc sa uvol'ni 
zatka a pocka sa, kym sa ncoddelia fazy. Spodna faza sa vypust'a z nezazatkovaneho lievika. Organicka 
faza b)'va niekcdy mieme zakalena stopami emulgovru1ej vody, co sa da odstranit' (vyciril') filtniciou su­
ch:Ym filtracnym papicrom alcbo pridanim maleho mnoistva tuheho nerozpustncho vysusovadla (napr. 
tzv. molekulove sito, bezvod)' siran sodny). 

Pri oddeleni organickej fazy, v ktorej je pritomna extrahovana zloZka, je potrebne dbat' na hustotu 
pouzitcho organickeho rozpust'adla. Ak jcho hustota je vyssia ako hustota vody (napr. chloroform), odo­
benl. sa na analyzu spodna vrstva, ak je jeho hustota nizsia (napr. hcxan) ako hustota vody, odobera sa 
na analyzu homa vrstva. 

Na kontinualnu extrakciu v systeme kvapalina-kvapalina sa pouzivaju extraktory, ktore pozostavaju 
z varnej banky, extraktora a chladica. Jch konstmkcia zavisi od toho. akt• hustotu rna rozpust'adlo, 
ktor)'m sa cxtrahuje vodny roztok zmesi analyzovanych zlozick. Pri extrakcii trcba zabezpecit', aby 
extrahovadlo prenikalo po kvapkach extrahovan:Ym roztokom. 

Extrakcne met6dy nasli siroke uplatnenie vo farmaceutickej praxi, biochemick)'ch laborat6riach, 
v laborat6riach analyzujucich zloi.ky zivotneho prostredia a pod. 

PrikJadom extrakcic kysleho lieciva jc stanovenie obsahu derivatov kyseliny barbirurovej v ich sod­
nych sol.iach. Vodny roztok sodnej soli sa okysli zricdenou kyselinou chlorovodikovou a postupne 
vytrepava vol'na kyselina barbirurova niekol'kymi davkan1i chloroformu. Podobne sa postupuje aj pri 
extrakcii bazick)'cb lieciv (napr. lokalnc anestetikum prokain), pri extrakcii neutralnych latok (napr. 
vitamin A) alebo pri extrakcii i6noveho asociatu (napr. metabolit antiarytmika propranololu). 

Po skonceni extrakcie odparok spojenych v)'trepkov organickej fazy sa bud' stanovi priamo vazenim 
(villove stanovenie}, alebo sa odparok extraktu rozpusti (pripadne sa analyzuje priamo extrakt zachy­
tavany do odmemej banky) a analyzuje kvapalinovou alcbo plynovou chromatografiou, spektrofoto­
metricky, titniciou v bezvodom prostredi a pod. 
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1.3.3. Extrakcno-spektrofotometricke stanovenia 

U I o h a 5 . ldentifikAcia a stanovenie primarnych aromaticlcych amiuov 

Dusitany reaguju s primamymi aromaticlcymi aminmi v kyslom prostredi za vzniku diaz6niov}'ch soli. 
ktore sa nasledne kopuluju v alkalickom prostredi s fenolmi na intcnzivne sfarbcnc azofarbiva. Priebeh 
rcakcie momo znazomit' rovnicami 

6o
NH2 

+ NaN02 + 2 HCI = 
.0 

l: uu + OH g-N=N + Hp + C1 

Vzniknute azofarbivo mol.no vyextrahovat' z vodneho roztoku do chloroformu, amin idcntifikovat' 
tcchnikou TLC a stanovit' spektrofotometricky. 

Zadanie. ldentifikujtc prinuimy aromatickY amin tcchnikou TLC a stanovtc jcho obsah v mg/1 000 ml 
v roztoku vzorky extrakcno-spektrofotometrickou mct6dou. 

Chemilullie a roztoky. Standardny roztok 1-naftylaminu a p-toluidinu (oba s koncentraciou p(amin) 
= = 0,025 gil v roztoku HCI, c(HCl) = 0,01 mol/1), roztok HCI c(HCI) = 0.0 I mol/1. roztok 2-naftolu 
w(2-naftol) = 2% v roztoku NaOH, w(NaOH) = 10 %, NaN02 p.a., chlorofom1 p.a. 

Pracovny postup. Do oddcl'ovacieho lievika sa odpipctuje 10 ml vzorky, prida sa 5 ml roztoku HCI 
c(HCI) = 0,01 mol/1 a 0,2 ml ecrstvo pripraveneho vodncho roztoku NaN02 w(NaN0 2) = 10 %. Roztok 
sa prcmiesa a necha 2 minuty stat'. Potom sa prida 2 ml roztoku 2-naftolu, roztok sa premiesa a po 
2 minutach sa prida I 0 ml chlorofonnu. Oddcl'ovaci licvik sa zazatkuje a obsah sa intcnzivne pretrepe. 
Spodna chlorofonnova vrstva sa vypusti do 50 ml suchej odmemcj banky. Yodrui vrstva sa extrahujc 
cste 2 x 10 ml chlorofonnu. Banka so spojenymi extraktmi sa doplni chlorofonnom po znacku. 

Absorbancia pripraveneho roztoku sa zmeria v I em sklenej kyvete oproti porovnavaciemu roztoku 
(voda) v rozsabu vlnov}'ch dlzok 400 - 600 nm. Z namcranych hodnot sa zostroji absorpcmi krivka A = 

=./{A.). Hodnota absorbancie A namcrana pri A.n.x sa pouzije na v}'poeet obsahu aminu vo vzorke. 

Zostrojenie kalibra~neho grafu. Do piatich oddel'ovaclch lievikov pomocou byrety sa postupne 
odmeria 2,5; 5; 7,5; 10 a 12,5 ml standardneho roztoku 1-naftylaminu alebo p-toluidinu (podl'a 
v)tslcdku identifikacic). Do ka.Zdej banky sa pridaju postupnc skumadla v poradi a v easovom slede, ako 
jc uvedene v pracovnom mivode na stanovenic obsahu aminu vo vzorke. Extrakcia azofarbiva a meranie 
sa realizuje za rovnakych podmicnok ako pri vzorke. Z namcranych hodnot absorbancic pri vlnovej diz­
ke Ama,. zostrojime kalibracny graf, vypoeitame hodnotu F (F = piA , pozri kap. 2.1.3.) a parametre pre 
rovnicu priamky (smemicu a usek) . Obsah aminu vo vzorke vypoeitame pomocou hodnoty Fa z rovnice 
priamky. 

1dentifikacia aminu chromatografiou na Silufole. Na identifikaciu antinu sa pouzijc roztok azofar­
biva vzorky pripraveny na spektrofotometrickc stanovenie. Asi 3 ml tohto roztoku sa v tegliku zahusti 
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na vodnom kt1peli na 1/10. Zahusteny roztok sa nanesie na tenku vrstvu silikagelu spolu s roztokmi azo­
farbiv o-toluidmu, p-toluidinu a 1-naftylaminu . Doska sa vyvija v sustave benzen : acet6n = (97 : 3 
obj.), ai k}'m celo mobilnej fazy dosiahne asi 2 em od horneho okraja dosky. Po vybrati dosky z komory 
sa oznaci poloha cela a poloha jednotliv}'ch skvin. Porovnanim R, hodnot azofarbiva vzorky a standar­
dov sa identifikuje analyzovany amin. 

1.4. PLYNOVA CBROMATOGRAFIA 

1.4. t. Zakladne pojrny 

Plynova chromatografia (GC) jc modema analyticka metOda. ktora umozi1uje separaciu. idcntifikaciu 
a stanovenie vel'keho poctu latok v jednej analyze. Met6dou GC mozno analyzovat' plyny, kvapaliny aj 
tuhC Jatky. 

Chromatograficky dej prebieha v systeme, ktor)' tvori sustava dvoch ncmiesajucich sa faz. Nepohyb­
liva (stacionarna) faza mozc byf tuhy adsorbent (typ chromatografie GSC) alebo kvapalina zakotvemi 
na inertnom nosici (GLC). Pohybliva faza. ktoni prudi nepohyblivou fazou je plyn. 

Zaldadny princip mct6dy GC je dany nerovnomernym rozdel'ovanim zloziek anaJyzovanej zmesi 
medzi stacionarnu a pohyblivu tazu. PredpokJadom ncrovnomemosti rozdel'ovania je rozna afinita 
zloziek analyzovanej zmesi na obidvc fazy alebo ich rozna schopnost' do nich difundovat'. Dochadza ku 
vzajomnej interakcii molekul nepohyblivej fazy s chromatografovanymi Jatkami, ktoni jc ovplyvnena 
fyzikalno-chemickymi vlastnost'ami VSetkych z)oziek ZllCaStnenych pri tomto procese. 

Obr. 4. Blokova schema plynoveho chromatografu. 1 - tlakova fl'a§a 
s nosnym plynom, 2 - ~istenie a regulacia toku nosncho plynu. 3 - ria­
diaca a programovacia jednotka teploty, 4 - davkova~. 5 - kol6na. 
6 - detektor, 7 - zapisova~. 8 - integrator, 9 - termostat 

1.4.2. Meracie zariadenia a postupy 

Pristrojova technika. Blokova schema plynoveho chromatografu jc na obr. 4. Nosny plyn z tlakovej 
fl'ase (1) prechadza cez susicku plynov do bloku na regulaciu tla.ku a prietoku plynov (2). Vzorka sa 
davkuje do prudu,nosneho plynu v nastrekovom bloku (4). v nastrekovom bloku sa vzorka splyni 
a spolu s nosnym plynom vstupuje do chromatografickej kol6ny (5), kde sa rozdeli na jednotlive zloZky, 
ktore su unasane nosn}'m plynom d'alej do detektora (6). Signal z detektora prechadza cez zosih1ovacie 
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zari_adenie na zapisovac (7). Zapisovac je spojeny s integratorom (8), ktor)' sluzi ako vyhodnocovacie 
zariadcnie. Davkovac, kol6na a detektor su umiestncne v samostatnych termostatoch (9), ktor)'ch 
teplota je udr!ovana na poiadovancj hodnote riadiacou a programovatel'nou jednotkou tcploty (3). 

Nosny plyn. Mobilna faza v plynovej chromatografii jc plynna a sposobuje prenos latok chromato­
grafickou kol6nou. Ako nosny plyn sa pouziva ziarovkov)~ dusik, elektrolyticky vodik, helium a argon. 
JcdnYt"n z faktorov, ktor)' v)'razne vpl}'va na kvalitu GC analyzy je reprodukovaternosf prictoku nosne­
ho plynu chromatografickou ko16nou . 

Davkovanie vzorky. Davkovanie vzorky prcdstavuJC jedcn z najkritickejsich krokov pri analyze vzo­
rick met6dou GC. V praxi sa pouzivaju styri zakladnc typy davkovacich systcmov: 

- davkovanie s delcnim vzorky (split injection), 

- davkovanie bez delenia vzorky (splitless injection). 

- davkovanie do kol6ny (on-column injection), 

- davkovanie s teplotnYt"n vyparovanim vzorky. 

Vzorky davkujemc injekcnYt"ni striekackami, davkovany objcm vzorky sa pohybujc od 0.05 - 1,0 ~I 
Pri tomto sposobe davkovania vzorky sa chyba pohybuje okolo 5 %. Vzorky moi.no davkovat' aj pomo­
cou automatickcho davkovaea alebo obtokov)'mi davkovacimi kohutmi . 

Chromatograficke kol6ny. Chromatograficka kol6n3 jc najdolczitejsou east"ou plynoveho chromato­
grafu, v ktorej dochadza k dclcniu vzorky na jednotlivc zloiky Pouzivaju sa dva zakladnc typy kol6n: 

- mipli'iove (dizka 30 em - 4 m, pricmcr 2- 4 mm), 

- kapilame (diZka I 0 - 200 m, pricmer 0, 1 - 0,8 mm). 

Materia tom je nehrdzavejuca ocel', sklo, teflon, taveny krcmei'i. 

Naph'love chromatograficke ko16ny su pinene: 

- adsorbcntom (adsorpcna chromatografia - GSC), 

- tuh)rm inertnYt"n nosicom, na k1orom je zakotvena kvapalni. stacionama fciza (rozdel'ovacia chromato-
grafia- GLC). 

Kapilame chromatograficke kol6ny WCOT su v sucasnosti najkvalitncjsie kol6ny so sirok)rm pouii­
tim v praxi. Stacionama faza je v kvapalnom stave priamo nanescna na vnutomy povrch kapilamej 
kol6ny vo forme tenkeho filmu (0, I - 0,5 ~-tm) . 

Ko16ny WCOT sa delia podl'a sposobu fixacic stac10narnej fizy na dve skupmy: 

- kol6ny s klasicky nanescnou stacionamou fazou. ktora je na vnutomy povrch ko16ny viazana 
fyzikalnymj silami, 

- ko16ny so stacionamou fizou, ktora je chemicky viazana na povrch kol6ny a zosiet'ovami. 

K valitu chromatografickcj kol6ny charakterizuje jej ucinnost', ktora sa oznacujc bczrozmemou velici­
nou n a naz}'va sa poeet tcorctick)ich priehradiek (poschodi). Poect teoretick)ich pnchradick (obr. 5) 
vypoeitame zo vzt'ahu 

n = 16[!!._]
2 

= 5,54[- d ]
2 

yd yhl2.d 

Ak sa poeet teoretick)ich prichradiek nahradi hodnotou v)tskoveho ekvivalentu tcorctickcj priehradky 
H, ucinnost' chromatografick)ich ko16n je momc porovnavat' bez ohl'adu na ich diZku. Hodnotu 
H (na.z:Yvanu dizka priehradky) vypoeitamc zo vzt'ahu 
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kde L - diZka kol6ny, n - poect teorctick)'ch priehradick. 

E 
[mVJ 

s 

Y M .d 

d dizka lmml 

Obr. 5 Chromatogram analyLy jcdnCJ :dozky do - vzdiaJenost' 
ma~ima clut ncj vlny zloZky od ~tartu . ktora nic je zadrlarui kol6nou 
JmmJ. d - vzdialenosl' ma-..;ima elut nej vlny zlo7.ky od ~tartu JmmJ. 
Y d - ~irka. kton't vytinaju dotytnicc k ramcnarn clucnej vlny pri 
7-Akladni JmmJ, Y hl2.d-Sirka chtt ncj vlny v j~j polovicnej vY~kc JmmJ 

Vyskov)' ekvivalent teoretickcj prichradky ma dizkov)' rozmcr a mozeme ho dcfinovat' ako diZku kol6-
ny prisluchajucu najcdnu priehradku. 

Jn)rm sposobom hodnotenia kvality chromatografickcj kol6ny je poeet tcorctickych prichradiek na I m 
dizky kol6ny. 

Teplota v chromatografickej kolone. Pri analyze viaczloZkov)'ch zmesi okrem typu a kvality chro­
matografickej kol6ny, citlivosti dctck1:ora, prietoku nosncho plynu rna na kvalitu analyzy v)•znanmy 
vplyv teplota tennostatu, v ktorom je ulozemi chromatograficka kol6na. Na analyzu jcdnoduchych 
vzoriek, ktor}'ch stanovovanc zloZky maju podobne fyzikalno-chemicke vlastnosti a ich tcplota varu sa 
pohybuje v rozpati malcho tcplotm!ho intcrvalu jc mozne pouzit' izotcnnicku teplotu v kol6nc. 

MnohozloZkove zmcsi sa musia analyzovat' pri programovanej tcplote v kol6ne. Teplotny program 
v kol6ne sa voli s prihliadnutim na fyzikalno-chcmickc vlastnosti zloziek analyzovanej zmcsi a expe­
rimcntalne skUsenosti pracovnika s ciel'om optimalnc rozdclit' multizloZkovl.J zmcs. 

Detektory. Detektor je zariadcnte, kton!ho ulohou je zaznamenat' v prude nosm!ho plynu latku, ktora 
vychiuiza z chromatografickcj kol6ny. Detektory moi.u byt' ncdcstrukcne (Iatka prcchadza dctcktorom 
bcz toho, aby doslo k jej chcmickej zmenc) a destrukcne. Ak jc citlivost' dctektora pre vsctky zloi.ky vo 
vzorke ncnulova, mozcmc ho oznacit' za detcktor univcrzillny, ked' je citlivost' detcktora pre niektort't 
skupinu zloi.iek v)'znamnc vy~sia ako pre ostatne zlozky, dctcktor je zlozkovo sclcktivny. Citlivost' 
prvkovo-selektivneho dctektora jc zavishi od toho, ci su v molckule pritonme at6my urcitych prvkov. 

Pri laborat6mom cviceni pouzivame plamcnovoionizacny dctcktor (FlD). Je to univcrzillny, destrukc­
ny detektor. 

Podstata cinnosti FID spoeiva v tom, i.e pri prcchodc latky dctektorom dochadza k fyzikaJnej alebo 
chcmickej zmene, ktoni mozno premenit' na elektricky signal. Pri prnci FID dochadza v plazme vodi­
koveho plamena k ionizacii molckUI vymytych z kol6ny. Plamcn hori medzi dvomi clcktr6dan1i, na ktore 
je vlo.ZCne jednosmcme napatic. V cistom vodikovom plameni je malo i6nov. Tepclnou energiou, ktoni 
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sa uvol'nuje pri horeni organickcj latky, sa stiepia chcmickc vazby organicJcych latok za vzniku radika­
lov, ktore reaguju s vodikom v rcdukcnej zone plan1ena za vzniku radikalov CH. Tieto radikaly sa 
v oxidacncj zone plamena oxiduju, vznikaju CHo • iony a elektrony. Odozva detektora (FlO) je zavisla 
od poctu uhlikov)'ch atomov v molekule analyzovancj latky, ktore pri pod.mienkach detckcie poskytuju 
CHO+ iony (tzv. efektivnc uhlikove at6my). 

Vyhodnotenie chromatogramu. Zmena zlozenia eluatu , ktor)' opusti chromatograficku kol6nu, sa 
v detektore transformuje na clcktricku velicinu . Tato je rcgistrovana zapisovacom ako zmena sigmilu. 
Grafid.')t zciznam odozvy detcktora (chromatogram) sluzi v diferencialnom tvan: na kvalitativne a kvan­
titativne vyhodnotenie analyzy. ldentifikacia zloziek vzorky jc spojena s nicktor)'mi problemami. 
ktorych uspesne riesenie je zavisle od zlozitosti zadanej ulohy, dostupnosti pristrojovej techniky a skUse­
nosti pracovnika. 

Kvalitativna analyza. Pri kvalitativnej analyze mozno pouzit'· 

- clucne udaje, 

- sclektivne detektory, 

- kombinovat' met6du GC s in}'mi fyzikalnymi alebo chcmick~'mi met6dami (najcastcjsic sa pouziva 
spojenie metOd GC - MS). 

Pri idcntifikcicii zloziek v zmesi pri izotermnych podmicnkach sa najeastejsic vychadza z clucnych 
charakteristik (elucny eas, redukovany clucn~· cas. clucn}• objcm, elucn}• pomcr). 

Elucny pomer r je dany vzfahom 

kde t ·R,1 je redukovany elucny Ca.s zloZky i 

I 'R.I je rcdukovany CJUCDy Cas Standardu S 

I~ I r =-· 
~ ~.~ 

V praktickom cvieeni sa na identiftkaciu zlozick pouziva clucny Ca.s (obr. 6). Princip spoeiva v tom, 
zc sa porovnavaju elucnc easy analyzovanych zlozick a rcfcrcncnych latok (standardov) pri rovnak)rch 
podmienkach analyzy. Spol'ahlivosf identifikacie je zavisla od reprodukovatel'nosti clucnych t'1dajov. Ak 
st't hodnoty elucnych casov zlozick vo vzorke bliz.ke, identifikacia ka.Zdej zlozky sa robi met6dou pridav­
ku autentickej latky (standardu) priamo k analyzovancj vzorke. Pri analyze takto upravcncj vzorky sa 
na chromatograme v)'razne zvacsi clucna vlna sledovancj zloZky. 

Pri analyze mnohozloZkovej zmcsi treba pouzit' viae standardov. Najv)'bodncjsic standardy poskytUJC 
rad n-alkanov. 

Ak sa za zciklad elucnych udajov zvoli homologicky rad n-alkanov, ziska sa system clucnych indexov, 
ktore su v plynovej chromatografii zname ako Kovatsove indexy a momo ich vypoeitat' zo vzt'ahu 

log(t' I 1' ) 
1 = 1 OOn + I 00 R.i 

11
·" 

1 

log(/ R.n+l I I R.n) 

kde n je poeet uhlikov)'ch at6mov skor eluujuceho n-alka.nu s redukovan}'m elucnym casom 1 'R.n a n + I 
jc poeet uhlikov)'ch at6mov neskor eluujuceho n-alkcinu s redukovan}'m elucnym easom 1 ·R.n . 1; reduko­
vane eJucne easy kJesaju V poradi I 'R.n+l > f 'R,1 > I·R.n· 

Kvantitativna analyza. Pri kvantitativnom hodnotcni analyzovanych zloziek sa vychadza z chro­
matogramu, z v)'Sky alebo z plochy elucnej vlny (obr. 6). 
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Obr. 6. Chromatogram scparacic dvojzlozkovcj zmcsi tm-clutny tas 
zloZky I. tR2-cltrtny cas zlo~ky 2. t....,..mitvy clucny cas jc clucn)• cas 
doi.ky. kton\ nic jc zadrliavana chromatogralickou kol6nou. pohybu­
jc sa romakou rychlost'ou ako mobilna faza). t ·R.• - rcdukovany 
clucn)• eas zlo.lky i (t ·R.• = tR.,- tAt) 

Plocha clucncj vlny sa vyhodnocujc: 

- intcgnitorom. 

- planimctrovanim, 

- ako plocha rovnoramenneho trojuholnika. 

- vystrihovanim a vazenim . 

Ked' pozmimc plochu alebo v)•sku clucnej vlny, na stanovcnie analyzovancj zloiky pouzijcme niektoru 
z metod stanovcma: 

a) met6da vntrtomcj nonnalizacic (udava pcrccntualne zastup~nie zloziek vo vzork~) 

b) mct6da kalibracnej krivky, 

c) mct6da vnutomcho Sta.ndardu, 

d) metOda vonkajsieho standardu (absolutncj kalibracie). 

U I o h a 6 . ldentifikacia a stanovenie n-dekanu v benzene 

Zadanie. a) ldcntifikujte n-dckan v benzene; b) stanovte obsah n-dekanu v objemov)'ch perccntach vo 
vzorkc benzenu met6dou kalibracnej krivky. 

Chemikalie. Benzen p. a. , n-dckan p. a. 

Pristrojova technika. Plynov)r chromatograf CHROM 4 s rcgulacnym systemom (dual gas flow 
system), zosilnovaeom (dual FlO amplifier) a riadiacou jednotkou (control unit), dvojliniov)' zapisovac, 
plamcnoionizacny detektor (FlO), antikorova kol6na naplnova (3 700 X 3,5 mm) so staciomirnou fazou 
5% Carbowax 20 M zakotvenou na nosici Chromosorb W HP. zrnjtost' 60 - 80 mesh. 

Podmienky merania. Prietok dusika I ,0 kp/cm2
, prietok vzduchu 0,5 Vmin, prietok vodika 

40 mVmin, teplota chromatografickcj ko16ny 90 °C, teplota mistrekoveho bloku 150 °C, tcplota detek­
tora 150 °C, r)'chlost' posunu papicra na zapisovaci I, I 5 em/min, citlivost' zapisovaca I : 5000, davko­
vany objem vzorky I ,0 ~I. 
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Pracovny postup 

a) ldentifikacia n-dekanu v benzene. Do nastrckoveho bloku plynovcho chrornatogafu davkujeme 
mjekcnou striekackou separatne 0,05 ~I n-dekanu a benzcnu. Po anal)'zc urclmc clucn)r cas (tR) oboch 
zloziek. 

Ak na urcenie clucneho casu zloziek pouiijerne integrator, elucne easy kaidej analyzovanej zlozky 
odCitame zo zapisu z integratora (v rnintitach, resp. stotinach rninuty). 

Ked' musime elucny cas pre danu zloZku urcit' z chromatografickeho uiznamu. vyjadrime ho ako 
vzdialenosf od zaciatku anal)•zy (startu) po kolmicu spustenu z vrcholu elucnej vlny na zakladnti liniu 
(vzdialenost' odcitame v milimctroch, resp. desatinach milimetra pomocou pravitka). 

Na zakladc nameranych clucnych easov n-dekanu a benzenu identifikujeme na chromarogramc elucnu 
vlnu n-<lekanu. 

b) Stanovenie n-dckanu v benzene. Do 50 ml odmcmych banick pripravimc scriu st:mdardnych rozto­

kov s obsahom 5, 10, 15, 20, 25 objemov)'ch percent n-<lekanu. Do mistrekovcho bloku davkujeme 
injckcnou striekackou vzdy I ,0 ~I standardneho roztoku v poradi stupajucej konccntr:lcic n-dekanu 
v benzene. Robimc minimalne dvc paralelne stanovenia kaidcho roztoku . 

Pomocou pravitka zmeriamc v)·sky clucn)·ch vin n-dckanu v kazdom analyzovanom roztoku a zostro­
jime kalibracny graf ako zavislosf v)'sky clucncj vlny na objcmorych percentach n-dckanu v standard­
n)rch roztokoch. 

Pri rovnak)rch cxperimcntalnych podmienkach analyzujcme I !JI vzorky s nezmimym obsahom n-dcka­
nu v benzene. Robime tri paralelne stanovenja. Naslcdnc odmeriame v)'sku elucnej vlny zodpovedajucu 
koncentracii n-dekanu v nezmimcj yzorke a extrapolaciou z kalibracneho grafu odCitamc koncentraciu 
n-dckanu Yo yzorke benzenu v objcmov)'ch perccntach. 

Obsah n-<lekanu v objemov)'ch percentach mozcme vypoeitat' aj zo vzt'ahu 

kde o/oe, je koncentnicia n-dckanu v benzene, 

Cs - koncentracia n-dckanu YO vzorke s jcho znamyn1 obsahom (standard}, 

hs, h, - v)'sky elucnych vin n-<lekitnu vo vzorkach so znamym a nczmimyn1 obsahom n-dckanu, 

Vs, V,- definovanc objcmy standardnej a analyzovancj vzorky. 

U I o h a 7 . ldentitikacia hlavnych obsahovych latok v silici izolovanej z lie~ivej rastliny 
Melissa officinalis L. 

Zadanie. ldentifikacia aldchydov (citronelalu, neralu a gcraniaJu) v silici medovky lckarskej . 

ChemikaJie. Standardy - citronelal, neral a geranial (fy Merck, BRD). 

Pristrojova tecbnika. Plynov)' chromatograf CHROM 61 , dvojliniov)' zapisovac TZ 4620, integrator 
C l I 00, plamenovoionizacny detektor (FID), kapilama kol6na z tavencho kremcna s chemicky viazanou 
stacionamou fazou Carbowax 20 M (15m x 0,53 mm I. D., d1= I J.lm) fy Quadrcx. 

Podmienky merania. Prictok dusika 4 ml/min, prietok vodika 18 mVmin, prictok vzduchu 400 m1l 
/min, teplota programovana 50 °C - I min, potom ohrcv kol6ny s gradientom 5 oc /min do 200 °C, pri 
200 oc- 10 min, teplota mistrckoveho bloku 200 °C, teplota dctektora 240 °C, objcm vzorky 0,05 J.ll, 
citlivost' R-100, A-2, posun papiera v zapisovaci 0,3 em/min. 
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Pracovny postup. Do nastrekovcho bloku davkujeme sepan\tnc rnikrostriekackou 0,03 111 standardov 
citronelalu, neralu a geranialu. Po kaZclej analyze vytlacime zapis z integnitora, na ktorom odcitan1e 
elucny cas analyzovaneho sta.ndardu v stotinach minuty. 

Pri rovnakych experimentalnych podmienkach analyzujemc 0,05 111 silice izolovanej z medovky 
lekarskej . Po skonceni analyzy (cca 30 min) vytlacime zaznam z integratora. 

Porovnanim nameranych hodnot elucnych casov standardov s elucn}'mi easmi hlavnych obsahov)'ch 
latok v silici medovky lekarskej identifikujeme vo vzorke citronclal, neral a gcranial. 

Upozornenie. Po kaZdej analyze treba vycistit' mikrostriekacku vhodn}'m organicrym rozpust'adlom 
podl'a uvedeneho postupu: do sktimaviek c. I - 6 nalejeme cca 5 ml organickeho rozpust'adla. Striekac­
ku vzdy preplachujeme od sktimavky c. 1 po sktimavku c. 6. Obsah striekacky vyprazdnime do midoby 
na odpad. Odkladame vzdy cistu rnikrostriekacku. 

1.5. VYSOKOlJCINNA KVAPALINOV A KOLONOV A CHROMA TOGRAFIA 

Vysokoucinna (vysokotlakova) kvapalinova chromatografia - HPLC (High Perfonnance (Pressure) 
Liquid Chromatography), je modcrna efektivna instrumcntalna metoda na analyzu zmcsi. Vysokej ucin­
nosti a rychlosti sa pri tejto met6de dosahujc pouzitim kol6n naplncnych casticami o vel'kosti 5 - 15 11m 
pri prietoku mobilnej fazy 0, I - I 0 ml .min - I. Na zabczpccenie tohto prietoku je potrebny pracovn)' tlak 
20 - 60 MPa. Rozvoj HPLC umoznili poznatky z tc6rie plynovej chromatografie (GC). ktore objasnuju 
podstatu dejov na kolonc a ich suvislosti s ucinnost'ou chrornatografickeho procesu. Pristroje HPLC 
takticz nadviazali na v)'voj pristrojovcj techniky GC. HPLC rna univerzalnejsie pouzitie ako GC, lebo 
umoit\uje aj analyzu tepelne nestalych a ncprchav)'ch latok (aj polymerov), ktore nemomo priamo ana­
lyzovat' plynovou chromatografiou. Blokova schema pristroja HPLC je zobrazena na obr. 7. 

1 
2 

4 

5 

Obr. 7. Blokova schema pristroja HPLC I - zasobnik mobilnej fazy. 
2 - cerpadlo, 3 - davkovac, 4 - koJ6na V temlOSlalC, 5 - delektor, 
6 - spracovanic analytickeho signalu (integrator, zapisovac, tlacia­
ren). 7 - obrazovka 

1.5.1. Zakladne pojmy a terminologia 

Elucny objem 

F"' = prietok mobilnej fazy [ml.min-1
] 
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Kapacitny faktor 

k' = IR - Io 

lo 

kde foje mrtvy Cas (Cas, za ktor)r prejde kol6nou Iatka, ktora neinteraguJC s jej na.plnou) . 

Ulinnost' kolony sa vyjadruje podobne ako pri plynovej chromatografii poctom ,.teoretickych 
prepazok" n a , vyskoyYm ekvivalentom teoretjckcj prepaZky" H. 

RozliSenie R,J je 

R = - -' n_-_11].:...___ 

' ·
1 05(W - W) > I ) 

miera relativncj separacic dvoch suscdnych chromatografick)'ch vin. Na dokonale rozdelcnic zloziek rna 
platif R,J > 1,5. 

Vyznam jcdnotlivych velicin jc podrobne vysvctlcny v sturujnej Utcraturc. 

lzokraticka elucia znamemi, zc zlozcnie mobilncj fazy sa v pricbehu analyzy nemeni. 

Gradientova ehicia znamemi. i.e pocas analyzy sa spojito a plynulo zvysuje obsah zlozk) s vacsou 
elucnou silou v mobilnej faze. 

Medza detekcie (detekcny limit) jc minimalnc mnozstvo analyzovancj latky, ktorc jc schopny detektor 
zaznamenat'. Obyeajne to b)rva take nmoistvo latky, na ktorc jc signal detektora rovny najmeocJ 
dvojnasobku hodnoty sumu. 

Citlivost' detektora charakterizuje vell<ost' zmcny odozvy na jcdnotkovll zmenu konccntracie slcdo­
vanej latky. 

Sum je zmena odozvy detektora zaznamcnavana na zapisovaci sp6sobena pcriodick)'mj zmenarm 
v systeme (najma clektronickom). 

Drift je dlhodoba zmena. ciic ncstabilita polohy nulovej linie. 

1.5.2. Pristrojova technika 

Nizkotlakova last'- zasobnik mobilnej fazy . Pokial' sa pouziva izokraticka elucia, jc pred eerpad­
lom zaradeny z.cisobru'k mobilncj fazy, ktora musi byt' dokonale odplyncna (ultrazvuk + vakuum, alebo 
prebublavanic heliom). Ak sa pouziva gradientova elucia, je tu zaradenc zariadenie na programovanie 
gradientu, ktore zabezpecuje plynule pridavanic rastilceho mnozstva rozpust'adla s vyssim elucn)rm 
ucinkom. Mobilna faza sa do cerpadla nasava cez filtre z p6roviteho kovu. 

Cerpadl8. V sucasnosti sa pouZivaju dva typy cerparuel: 

a) Lincamy davkovac typu vcl'koobjemovcj injckcnej striekacky. Vyhody - bezpulzovy prictok. nevy­
hody - nutnost' prerusenia prace po vyeerpani kvapaliny, zdihava v)'mcna mobilnej fazy, konstantny 
prietok sa nastavuje pomaly. 

b) Cerpadla s periodick)'m pohybom piestu (obr. 8). Pouzivaju sa v oveea va.csej micrc ako Iineame 
davkovacc najma preto, ze umoziiuju neobmedzcnc dlho davkovat' mobilnu ta.zu bez prcrusenia a vel'mi 
r)rchlo menit' jcj zlorenie. 
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Obr. 8. Ccrpadlo s pcriodickjm pohybom piestu 

Davkovacie zariadenic V sucasnosti sa rakmcr v)tlucnc pouiivaju sluckovc davkovacc (funkcau 
dokumentujc obr. 9). Kvalitncjsic pristrojc bY"vaju vybavenc autosamplerom, do ktorcho sa vkJadajt'a 
spccialne nadobky so vzorkou a zariadcnie reprodukovatcl'nc nasaje a nadavkujc automaticky ureen) 
objem vzorky na kol6nu . 

SLuOA 

OOPAD/ 

Obr. 9. Schema slutkovcho davkovacicho zariadcnia 

Kol6ny. Na beznc analyzy sa najeastejsie pouiivajt'J ncrczovc alebo sklenc kol6ny s vnt'atornym prie­
mcrom 2- 8 mm, dlhe 100 - 250 mm, naplnene easticami o pricmerc 5- 10 mm. Sklcnc ko16ny bY"vaju 
chrancne kovovym puzdrom. 

V HPLC sa zvyeajnc pracujc pri laborat6mej tcplote. V nicktorych pripadoch jc v)thodnc pracovat' pri 
zv)tscncj teplotc (napr. pri mobilnych fazach s vyssou viskozitou), preto jc kol6na umicstncna v termo­
state. Kvalita analyzy, ucinnost' a i.ivotnost' kol6ny zavisi od max.imalnej cistOt)' dokonale odplynenej 
mobilnej f.izy, preto je do systcmu zaradeny uz v nizkotlakovej casti specialny filter z inertncho mate­
rialu s vcl'kosfou p6rov 2 ).ltn, za cerpadlo mala kol6na s miplnou zhodnou, aku ana analyticka kol6na. 
Za davkovacim ventilom jc d'alsi filter a ochranm\ ko16na, na zachytcivanie latok, ktorc by kontamino­
vali mipln analytickej kol6ny. 

Naplne kolon. Podobne ako v kvapalinovej chromatografii v planarnom usporiadani (PC, TLC) moi.­
no aj v HPLC na delcnie cluotropneho radu zmesi vyuzit' vsctky vratne dvojfazovc separacnc mechaniz­
my (adsorpcia, rozdel'ovacia chromatografia, i6nova v)tmena. sict'ov)t efekt gelu). 

Adsorpcia. Ako napln sa najeastcjsie pouziva silikagel, a lebo oxid hlinit)r, vel'kosf eastic 5 - I 0 J.Ull. 
Mobilne f.izy su zmesi rozpust'adiel zoradenych podl'a rastucej elucnej sily do eluotropneho radu 
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(hcptan < cyklobexan < tetrachl6nnetan < toluen < ctcr < chlorofonn < acet6n < acctonitnl < etanol < 
mctanol < kyselina octova). 

Rozdel'ovacia chromatografia. Stacionama i mobilna faza je kvapalna. Delenic zmesi zavisi od rela­
tivnej rozpustnosti latok v cychto dvoch vzaJomne sa nemiesajucich fazach. V systcmoch s normalnou 
fazou je staciomirna faza polarnejsia ako mobilmi, v chromatografii s obratenou (reverznou) fazou jc 
polamejsia mobilna faza. Na uccly HPLC su stacionflrnc fazy najcastejsie chcmicky viazane na nosici 
(silikaget). Typiceymi prikladmi normalnych faz su latky obsahujuce skupiny - CN, - NH2, 

- CH(OH)CH:,-OH v strukture zakotvenej fuzy. Mobilnc fazy su napr. hcxan, cyklohcxan. chlorid 
uhliCicy, chlorofonn, benzen a toluen, pripadnc tch zmcsi. HPLC s normalnou fazou sa pouziva pre 
silnc polarne organickc latky. 

V sueasnosti je vel'mi popularna chromatografia na reverznych fazach najma v analyze lieciv. 
Osvcdcili sa chcmicky modifikovane staciom\rnc fazy na baze silikagelu 

/Si - OH 
get 

"'-si - OH 

CI - R Si - 0 - R 
+ ""si = gel/ ""si + 2 HCI 

Cl - R/ ""- Si - 0 - R/ 

Najcastcjsie sa pouzivaju fazy, kde R = C18H37 (oznacujc sa Ct&, RP (reversed phase), ODS (okta­
decylsilan), R = C8H17, R = C2H~. Ako mobilnc fazy sa pouzivaju zmesi vod) alcbo tlmirych roztokov 
s nizkomolekulov)'mi alkoholmt, acetonitrilom, tetrahydrofuranom a pod. 

lonova vymena. 16novov)rmcrma stacionarna faza pozostava zo zivicov)lch castic. ktore maju na 
svojom povrchu vazbovc micsta s kladn)'m alebo zapornym m\bojom, kdc dochadza k v)rmcnc i6nov. 
Pouzivaju sa hlavne na separaciu i6nov)'ch organickych zluccnin . 

Gelova permea~na chromatografia. V kol6nach GPC (Gel Penneation CHromatography) sa rozde­
l'uju zloiky zmcsi na zaklade interakcie molekul s roznc vcl'kY"mi p6rm.i na povrchu porcznych eastic 
polymcru. Pouzivaju sana delenic zmesi latok s vysokou m61ovou lunotnost'ou. 

Detektory. Standardne typy: refraktometricke. clcktrochcmickc, spektrofotomctrickc. V sucasnosti su 
najrozsirenejsie roznc varianty spektrofotometrick)'ch detektorov napr. Diode Array Dctcktor (DAD). 

Spracovanie chromatografickeho signalu. ZakJadom jc PC s tlaciamou v sucinnosti s tntcgnitorom, 
ktor)' umoznuje najrozncjsic upravy chromatogramu este pred jeho vytlacenim. Ticto zariadcnia b}'vaju 
vybave11e aj programom na ovladanic jednotliv)'ch casti chromatografickcho systcmu 

(J I o h a 8 . Analyticke hodnotenie viaczlozkovej zmesi metodou HPLC 

Optimalizacia zlolenia mobilnej flizy. Ciel'om HPLC jc optimalne rozdelenie analyzovanej zmesi na 
zlozky. Znamemi to, ze chromatograficke vlny na zaznamc su rozdclene , na za.kJadnu liniu'·, t. j. nepre­
kr)rvaju sa, ale su co najblizsic vedl'a seba (rozliscnic R," > I ,5). Elucnc z6ny jcdnotliv)rch latok musia 
prejst' kol6nou eo najr)'chlejsie, aby sa zabranilo ich rozm:Yvaniu , ale vsetky musia intcragovat' s povr­
chom stacionamej fazy (ich t, > t,,). Optimalny rozsah clucnych easov je taky, aby platilo k · > I pre 
prv\1 zlozku (to znamcna, zc jcj 1, > 2 1m) a k ' < I 0 pre poslednu. Proces delenia (scpanicie) priaznivo 
ovplyviiuje spravy v)rber stacionarnej fazy, zlozenie mobilnej fazy a ureenie optimalncho pomeru jej 
zlozick. Dolezicy jc aj prictok mobilnej fazy, tcplota a z hl'adiska interpretacie v)lslcd.kov v),bcr detekto­
ra podJ'a charakteru zloziek zrnesi . 

Postup. Podl'a manualu nastavime nasledovnc paramctre: kol6na DuPont C 18, prictok I ml/min, 
mistrck 20 J.tl , detektor - DAD (Diode Array Detektor), citlivost' 0,5; mobilna faza metanol-voda. 
vzorka - zmes aromaticeych uhl'ovodikov. 
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Najprv urcime mrtvy eas pre dami kol6nu. Pre kol6ny s vnutomy,n priemerom 4 - 6 mm priblime 
plati, ze mrtvy objem je I ml na kaZdych I 0 em kol6ny. Napr. pre kol6nu dlhU 25 em s priemerom 
5 mm pri prietoku 2 mllmin. je mitvy objem 2,5 mJ, cize '"' = 1,25 min. Aby sme mohli odhadnut' 
oblast', v ktorej je optimalne delenie zloZiek nascj zmesi, na analyzu poui ijeme najprv mobilnu fazu 
s mensou elucnou silou, v ktorej bude k I poslednej zJoZky jednoznacne vacsie ako I 0. Postup opakuje­
me, prieom zvysujeme obsah metanolu podl'a manualu dovtedy, kYm elucm\ si la mobilnej fazy nie je 
taka. aby vsetky zloZky mali k ' < I. Jednotlive zaznamy ukladamc do pamati . Zaznarnenamc clucnc 
easy. Pre vsetky zloZky vypocitame kapacitne faktory a ich logaritmy. Vynesieme zavislost' log k ' od 
obsahu metanolu v mobilnej faze pre kaZd(a zloZku. Graficky urcime hranice optimalncj oblasti ( I < k ' < 
< 10). Urcime optimalne zlozenic mobilnej fazy. Nadavkujeme vzorku, presvedcime sa, ci prva zlozka 
ma k' > I a ci su vsetky piky rozdclene na nulov\J liniu (R,J > 1,5). Skusime, ci by sa cas analyzy nedal 
skr<\tit' pouzitim mobilnej fazy s obsahom rozpust'adla s vacsou elucnou silou (acctonitril, tetrahydro­
furan) pri dodrZani uvedenych obmedzeni. 

ldentifikacia zloziek. Nastavime si optimalne zlozenie mobilnej tazy a davkujeme vzorku . Zaznam 
integrujeme a zaznacime si elucnc easy. Zaznam ulozime do parnati ako vz. opt. Pristroj nastavime na 
Options, Plot UV spectnam for Specific Time. Hrot sipky nastavime do stredu zakladnc prveho piku 
a stlacime !'ave tlacidlo mysi. V l'avom rohu sa objavi spektnam prvej zloZky. Spustime Compare with 
reference spektrum a pristroj nastavime na prv)' standard. Jeho UV spektrum sa objavi v pravom 
homom rohu. Porovnavame spcktra. Takto postupujeme dovtedy, kYm spektra prvej zloZky vzorky 
a standardu nie su rovnakc. Pristroj nastavime cez continue znova na Plot UV spectrum for specific 
Time a sipkou na stred piku d'alscj zloZky. Rovnakym sposobom identifikujeme vsctky styri piky. 

Spravnost' identifikacie si ovcrime takto: napr. zlozku sme porovnanim so spcktrom identifikoval i ako 
benzen. Pristroj nastavimc do zakladnej zostavy na cast' San1ples a na Empties. Napiscmc: benz + ci­
selna hodnota koncentracie v [mg!IJ (napr. benz 30) a stlacime Enter a nastavime na Standards. V ta­
bul'ke kurzor nastavime na Benzene a zvolime konccntraciu . Kurzorom zideme az na koniec zoznamu 
a stlacimc Y. Zatlaeenim EXIT prcjdcme do Computer Data System a spustime analyzu. Integrujcme 
a zaznacime clucny cas. Chromatogram ulozime do pamati ako benz. st. Porovnamc elucny eas stan­
dardu a zloZky vo vz. opt. 

Stanovenie obsahu jednotlivych zloziek v zmesi met6dou vonkajsieho standardu. Z pamati vyvo­
lame zaznam analyzy vzorky, integrujeme a opiSeme plochy zodpovcdajucc jcdnotliv}111 identifikova­
ny,n zloZkam zmesi . Na5im ciel'om jc zistit' zodpovedajuce koncentracie. Vyvolamc zaznam analyzy 
latky autcntickej so stanovovanou zlozkou (nas priklad benz 30). Jcj koncentraciu pozname. lntcgrujeme 
a zistime plochu, ktora tejto koncentracii zodpoveda. Porovname ju s plochou nameranou pre zlozku 
v zmesi. Predpokladame lineamu zavislost' plochy od koncentnicie. Podl'a toho odhadneme koncentni.ciu 
d'alsieho standardu tak, aby hodnota plochy zodpovedajucej koncentraci.i zloZky v zmesi bola medzi 
hodnotami pouZitych standardov. Podl'a toho odhadneme koncentraciu d'alsich troch standardov, 
potrebnych na zostrojenie kalibracnej krivky. Zostrojime kalibracny graf, skontrolujeme, ci je Iineamy 
a odcitame koncentraciu zloZky v zmesi. 0 spravnosti v)'sledku sa presvedcime tak, ze pripravime 
a odmeriame standard, ktory ma pnive takuto koncentraciu. Vysledky uvediemc v protokole. Vzor 
protokolu je na praeovisku v cviceni. 

Kontrolne otazky z problematiky HPLC: 

I. Uved'te a charakterizujte zakladnc elucne parametre pri kol6novej chromatografi i (elucny cas, elucny 
objem, mitvy cas, ucinnost' kol6ny, kapacitny faktor, rozJgenje). 

2. Ako sa identiflkuju latky v HPLC? 

3. Opl~te zakladne met6dy kvantitativnej analyzy HPLC. 
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4. Co je to ,chromatografia na normMnych a obratenych" f<V.ach. Princip, stacionarnc a mobilne fazy. 
aplikacia. 

5. Met6dy detekcie v HPLC. 
6. Uved'te prind py scpan'lcie ~loziek v adsorptnej. rozdcl'ovacej, i6nomeni~ovej .a gclovcj chromatografii 

7. Izokraticka a gradicntova cl(tcia. 
8. Uvcd'te a vysvetlite .aikladne principy chromatografie. 
9. VysveUite pojmy ~urn, drifi, citlivost'. medza detekcie. 

10. Cb.arakteriwjte t.Akladnc typy staciomirnych faz v kol6no\'cj chromatografii. 

1.6. ELEKTROMlGRACNE METODY 

l.6. t. Zakladne pojmy 

Elcktromigracnc techniky mozcmc z analytickcho hl'adiska obecnc charaktcrizovat' ako separacne 
mct6dy zahrnujucc scpaniciu i6nogennych anal}tov na zakladc ich rozdiclncj pohyblivosti v jedno­
smcmom elektrickom poli na jcdnotlive zloZky. ktore mozu byf dctcgovanc a vyhodnotcne z hl'adiska 
kvalitativneho a kvantitativncho. 

Hybnou silou pohybu nabitych eastic je intenzita clektrickeho pol'a E, ktora jc vyjadremi spadom 
(gradientom) napatia (V.m"1

) . Proti pohybu eastic posobi trccia sila podmiencna viskozitou kvapalncho 
prostredia. 

Rychlost' mignicie daneho druhu i6nov v zavislosti od intcnzity clektnckeho pol'a je dana vzt'ahom 

v=u£ 

kde v jc rychlost' migracic (m.s"1
) , u je efektivna pohyblivost a E je intenzita clektrickcho pol'a. 

Pohyblivost' i6nu v danom prostredi je konstantna a pre dany druh i6nov charaktcristicka. V nekonee­
nc zriedenych roztokoch ju oznacujeme ako absolutna pohyblivost' u0, ktora jc dcfinovana ako stredna 
r}'chlosf pohybu i6nov v jcdnotkovom elektrickom poli v danom rozpust'adJe za medzncho zriedcnia. 
Absolutna pohyblivost' je podmienem\ najma solvataciou, nabojom i6nu a viskozitou rozpust'adla. 
Realna pohyblivost' prislusnej i6novej fonny v danom prostredi v jednotkovorn clektrickom poli je 
oznacovami ako aktuillna (i6nova) pohyblivost'. Aktualnu pohyblivosf mozerne definovat' ako rychlosf 
migracie danej i6novej fonny v jednotkovom clektrickom poli za definovanych pracovnych podmienok. 

Ak je ion v roztoku pritomny vo viacer}'ch acidobazick)ich a komplexnych fonnach, ktoryrn prislu­
chaju rozdielne aktuatne pohyblivosti a ak tieto rovnovahy su k.ineticky labilnc (r}'chlo sa ustal'ujuce), 
vtcdy Iatka ako celok migruje v jedinej z6ne s v}'slednou pohyblivost'ou, ktoni zodpovcda aktualnym 
pohyblivostiam jednotliv}'ch i6nov}'ch foriem pritomnych v roztoku. Pohyblivost' latky ako celku mera­
na v jednotkovom elektrickom poli sa naz}'va efcktivna pohyblivost'. 

Pre clektroforeticku separaciu ma zasadny vyznarn vol'ba tak)ich podmienok, ktorc umoinia rozde­
lcnie analyzovanych zmesi. Na optirnalizaciu separacnych podmienok sa vyuzivaju hlavne protolyticke 
a komplexotvome rovnovahy, naboj proti6nu a prostredic. 

Separacny proces je sprevadzan)r roznymi efektami (napr. tcplotny gradient, difUzia, elcktroosm6za), 
ktore maju tendenciu viest' k rozm}'vaniu rozseparovanych z6n. Tcnto jav jc pre scparaciu nepriazni~·. 

Medzi najucinnejsie sposoby stabilizacic z6n jc obmedzenie moinosti diruzic. Scparacny proces je 
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umiestncny na nosici (papier, rozne gely) a v kapilarach. Z tohto hl'adiska potom elcktroforcticke met6-
dy klasifikujeme na techniky v plosnom a v kapilamom usporiadani. 

Podl'a cxperiment.alncho usporiadania moieme clcktroforcticke metOdy rozdelit' do styroch ziklad.nych 
typov: 

- z6nova elektroforeza, 

- clcktroforeza s pohybliv)'m rozhranim, 

- izotachoforeza, 

- izoelektricka fokusacia. 

Z6nova elektroforeza. Ccly system (katOdov)' a anOdov)t pricstor, ako aj separacmi cast') jc vyplneny 
jedin)lfll tzv. zakladn)'m elektrolytom, ktoreho zlozcnic jc v celom migracnom prostredi rovnakc a ncme­
ni sa ani v priebchu separacie. Po zapojeni elcktrickcho prt1du nastava tu~inkom gradicntu elektrickeho 
pol'a pohyb castic podl'a ich efektivnych pohyblivosti k prislusnej elektr6de. Hodnota pH a gradientu 
napiitia je v celom systcmc konstantml. Z6nova clektroforcza jc najcastejsie realizovana na papieri a lebo 
vrstve gclu. V poslednom case sa intenzivne rozvija z6nova clcktroforeza v kapil<\re s fyzikalnymi met6-
dami detekcic. 

Elektroforeza s pohybliv)'m rozhranim. Pre tUto metOdu jc charak1eristickc takcto usporiadanie 
experimentu (uvazujemc o dclcm ani6nov): 

- anOdova a separacna cast' su vyplncnc roztokom vodiaceho elcktrolytll, ktorcho anion ma vacsiu 
pohyblivost' ako ktorykol'vck z ani6nov vo vzorke, 

- vzorka sa vklada do katodovcj casti. 

Po urcitom ease od vlozcnia elcktriekeho pol'a na system sa dosiahnc Ciastoeneho rozdclenia zmesi do 
diskrctnych z6n. Cistt't zlozku obsahuje len zona, ktor:i nasledujc za z6nou vodiacich ani6nov. Kaida 
d'alsia zona je uz zmcsnou. Poect zloziek pritomnych v jcdnotliv)'ch zonach rastic v smere od zony 
vodiaccho elektrolytu k z6nc obsahujucej vsetky zloiky zmcsi . Tato metOda ncna51a uplatncnia v analy­
tickej praxi . 

Izotachoforeza. Scparacia prebieha v diskonti.nualnej sustave dvoch zakladnych elcktroi)10V. vodia­
echo a zakoncujuceho, pricom vzorka sa injcktuje do rozhrania tyehto elektrolytov. 

Izoelektricka fokusacia. Separacia prebicha v systemc, kde zlozenie zakladncho elcktrolytu je kon­
stantnc, jeho pH sa plynulo mcni od jedneho elektr6doveho priestoru ku druhemu, jc vytvorcny gradient 
pH. MetOda naehadza uplatnenic na separaciu amfolytov, ktorc vykazuju izoclcktricky bod. Po vlozcni 
clektrickeho pofa na system sa zacnu amfolyty pohybovat' k prislusnej elektrOde, kym nepridu do oblas­
ti pH, ktore sa rovna ich izoclcktrickemu bodu (pi). V tomto bode sa stanu elektricky ncutnitne, ich 
cfektivna pohyblivost' jc nulova. Vytvorene z6ny su ostrc. 

1.6.2. lzotachoforeza 

Kapih\ma izotachoforcza (ITF) je jednou z clcktroforctiekych metod, u ktorych scpanieia je zalozem'l 
na rozdielnej pohyblivosti i6nov rovnakeho znamjenka v jednosmemom clektrickom poli. 

Kapilama izotachoforeza umomujc separaciu, idcntifikaciu a stanovenie tak anorganickych ako aj 
organick)'ch (nizkomolekulamych ako aj vysokomolekulamych) zlueenin, ktore su schopne existovat' 
v roztoku v i6nogennej fonne . 

Dcfinovane mnoistvo vzorky vkladame do rozhrania mcdzi dva zilkladne elcktrolyty - operacny sys­
tem. Jeden elektrolyt jc vodiaei a je zvoleny tak, aby obsahoval jediny druh i6nov s najvy~sou efektivnou 
pohyblivost'ou oproti zlozkam vzorky a aby jeho proti6n tvoril sucast' tlmiveho paru . Druhy elektrolyt 
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je zakoncujuci a obsahuje naopak jediny druh ionov s najmensou efcktivnou pohyblivost'ou. Po vlozenj 
jednosmerneho elektrickeho pol'a na system sa zacnu i6ny pohybovat', pricom polarita zdroja konstant­
neho pn'tdu urcujc, ktorc iony sa budu pohybovat' smerom k detektoru. Po urcitom case sa v systeme 
dosialme ustaleny stav, odkedy vsetky iony migruju rovnakou rychlost'ou v = u E = konst. (izotacho­
foreticka podmienka). Za z6nou vodiaceho ionu tcsnc za scbou migruju z6ny podl'a klcsajttcej efektivnej 
pohyblivosti zlozick vzorky a nakoniec zona zakoncujticeho clcktrolytu (obr. 10). 

Ustaleny stay m6zeme charakterizoYal' takto: 

- kaZda zo zon obsahuje len jeden druh anionoY (kationoY) za predpokJadu, ze bolo dosiahnutc uplne 
rozdelenic zmesi , 

-YO Ysctkych zonach je ten iscy drub protionoY (zhodny s protionmi YO Yodiacom clcktrolytc). 

- z6ny scparoYanych zloziek su usporiadanc v poradi klesajucej efektiYncj pohybliYosti od zony Yodia-
cich k zone zakoncujticich ionoY, 

- fyzikalne vlastnosti systemu sa od z6ny k zone na hranici z6n menia skokom. co dovol'ujc pouzit' fyzi­
kalne met6dy detekcie na analyticke vyhodnotcnie separovanych Jatok. 

vz 

a 

c: lr: l.·; -1 ~: 1 ~ p-
v 

b 

c c I A -Ia- I T " J p-
L -

u > u > u > u 
t. A. 8 T 

Obr. 10. zakladne fazy v izotachoforctickcj separticii ani6nov 
a) poeiatocne usporiadanie pokusu, b) separacny proces - rychlost' 
pohybu jednotlivych zloziek v zmesnych z6nach jc rozna. c) izota­
choforeticky ustaleny stav - jcdnotlivc zlozky SlJ od seba oddelene 
a pohybuju sa v~etky rovnakou rychlost'ou, L- - vodiaci elektrolyt, 
1 - zakoncujuci elektrolyt, p+- proti6n, A-. s-- ani6ny separovanej 
zmesi, VZ - priestor na davkovanie vzorky. u - efcklivna pohyb­
livost'. 

Konccntracta vodiaccho clcktrolytu urcujc koncentracne pomery v migrujucich z6nach za sebou na 
~ade KohlrauschoYej regulacncj funkcie. Pre situaciu na obr. I Oc mozeme pisat' 

Cr.= Ur. 

CA ltL +lip 

28 



.. 

• 

kde cL, cA su konccntracie vodiaceho i6nu, rcsp. i6nov A migrujucich v prislusnej zone; uL, uA, up su 
efektivne pohyblivosti vodiaceho i6nu, proti6nu a ionu A; zL a zA su naboje vodiacich i6nov A migruju­
cich V prvej zone. AnaJogickou rovnicou Sll viazane koncentnicie v druhej, tretej ... zone. 

Praktick)rm dosledkom tejto rovnice je zakoncentrovavaci, resp. zried'ovaci efckt, vzhl'adom na 
V)ichodiskove koncentnicie vo vzorke. V pripade nainjcktovania koncentrovanej vzorky (CL < CA) sa jej 
koncentracia podl'a Kohlrauschovej regulacnej rovnice upravi (zni.Zi) a naopak pri vel'mi zriedenych 
vzorkach (Cc.. > CA) sa tito zakonccntrovava, eo ma V)iznam pri stopovej analyze. 

Rozhranie medzi jednotliv)'mi zonami sa uddiava ostre pomocou zaostrujuceho efektu, ktor)' je do­
sledkom nespojitcj hodnoty intenzity elektrickeho pol' a. Tato je v zone konstantna a je nepriamoumema 
efektivnej pohyblivosti . Pretoze pohyblivosti ionov od vodiaceho smcrom k zakoncujucemu i6nu klesajtl, 
intenzita pol'a v z6nach v rovnakom poradi stupa. Ak sa ion, ktoremu prinaldi urcita efektivna pohybli­
vost' dostane do predchadzajucej zony, klesne r)'chlost' jeho pohybu (v dosledku nizsej hodnoty intcnzity 
elektrickeho pol' a) a vrati sa spat' do svojej z6ny. Ak sa r)'chlejsi ion dostane do mcnej pohyblivej zony, 
clektricke pole (vyssia hodnota intenzity) ho ur)'chli a opat' sa vrati do svojej z6ny. 

Detekcia spociva v urceni rozhrania medzi z6nami na zitklade nicktor)'ch fyzikalnych vlastnosti (V)ivoj 
tepla, elektricka vodivost', absorpcia UF ziarenia a ine), ktore sa od zony k z6ne menia skokom. Tato 
zmcna je rcgistrovana prislusnym detcktorom a zantam signalu v pripadc univerzalnych detcktorov jc 
schodovita krivka. Vyska scbodu na tcjto krivke je urcemi cfektivnou pohyblivost'ou latky, co hovorl 
o kvalitc. DiZka zony udava kvantitativnu infonnaciu o latke ( obr. I I). 

Kvalitativna analyza. Moinost' identifikacie ionu pritomneho v nezmimej zmesi sa uskutocnuje na 
zaklade potvrdenia identity suboru faktorov podmienenych cfektivnou pohyblivost'ou urcovaneho ionu 
a jeho standardu pomocou vodivostncho detektora. Ako kriterium identity sa pouziva zhoda rclativnqj 
V)isky skoku (RSH) vo viacerych operacnych systemoch 

Pre dan)' vodiaci i6n L, standard Sa identifikovanu zloZku A sa vypocita pomer V)isky skoku analyzo­
vanej zlozky hA ku V)iske skoku standardu hs. Obidve su merane vzhl'adom na V)isku vodiaceho ionu hL, 
ktoni sa obvykle povazuje za nulovti . 

T v 1. 

T 

~~ 
-----

t 
~ 

~ v L 

1 ... 

L 

vodivostny 
diferenciAlny 
signAl 

vodivostny 
integrAlny 
signAl 

Obr. II. Priklad izotachoforeogramu a jcho hodnotenie I- dizka z6ny, h - vy~ka 
skoku, t - ~s. T - zakon~ujuci elektrolyt, L - vodiaci elektrolyt, S - ~tandard, 

A - identifikovam\ zloZka. 
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Kvantitativna analyza. DtZka z6n sa po dosiahnuti ustaleneho stavu uz s casom d'alej nemeni a je za 
danych podmienok umema mnozstvu latky v analyzovanej vzorke. DiZke zony je umemy CaS, za ktory 
prejde zona detektorom. Mnol.stvo ionu v neznamej vzorke stanovime teda porovnanim diZky jeho z6ny 
za danych podmienok s dizkou z6ny standardneho roztoku i6nu za rovuakych podmienok 

Naijednoduchsi je postup, pri ktorom sa ziska graficka zavislost' dtZky z6ny od nadavkovaneho 
mnozstva latky - kalibracny graf. Mnozstvo latky pritomnej v analyzovanom matcria li sa urci grafickou 

interpolaciou . Pri sueasnom stanovcni niekol'kych komponentov jc potrebnc ziskat' prislusny pocet 
kalibracnych Ciar. 

Vyber operacneho systemu. Vhodnou vol'bou operacneho systemu sa snaz ime dosiahnut' dostatoe· 
nych rozdielov v cfektivnych pohyblivostiach separovanych i6nov. Efcktivnu pohyblivost' je moine 
ovplyviiovat' prostrednictvom niektorych parametrov ako su pH, komplcxotvome rovnovahy, naboj 
protii6nu, teplota, rozpust'ad1o a pod. Najcastejsic pouzivanym optimalizacnym faktorom je zmcna pH 
vodiaceho elektrolytu. I6ny su delenc v pripade slabych clektrolytov na zaklade rozdielnych pK hodnot. 
Preto rna zasadny ryznam ryber vhodncho protionu. ktory urcujc pH v priebehu separacic. Proti6n 
moze vhodne ovplyvnjt' separacny proces taktiez na zaklade komplexotvomych vlastnosti. Latky, ktore 
su vo vode malo rozpustne. resp. poskytuju male rozdiely v efektivnych pohyblivostiach, j e mozne ana­
lyzovaf v zmesnom alebo ncvodnom prostredi (mctanol, ctanol, dimctylsulfoxid). 

PristrojovA technika. lzotachoforeticka separacia je najeastcjsie realizovana v kapilarach. Zakladne 
usporiadanie izotachoforetickcho analyzatora je na obr. 12. YysokonapiH'ory zdrqj ( I) slt.Zi na gene· 
niciu konstantncho jcdnosmerneho prudu. Jc pripojcny k rczcrvoaru roztoku vodiaccho (2) a zakoncuju­
ccho (3) clektrolytu, ktore su spojene kapilarou (5). Do rozhrania tychto elektrolytov sa roztok vzorky 
davkuje bud' davkovacim zariadenim alcbo mikrostriekackou (4). Po vlozeni clcktrickeho pol'a i6ny 
rnigruju v kapilire smerom k detcktoru (6), ku ktorcmu je pripojenc vyhodnocovacie zariadenie so 
zapisovaeom (7) . V jednom pokuse jc moine delit' len aniony alebo len kati6ny. 

5 

4 

Obr. 12. Blokova schema kapilameho izotachoforetickeho analyzatora 

U I o h a 9 . Stanovenie dusicnanov a siranov vo vodach 

Z aspektu kontroly zivotneho prostredia je potrebne vo vodach okrem zlucenin nei6nogenneho charak­
teru sledovat' obsah chloridov, dusicnanov a siranov. 

Obsahy anorganick)'ch ani6nov v pitnych, povrchorych. odpadov)ich a minera lnych vodach sa pohy­
buju v rozmedzi desatin az desiatok miligramov v litri . Napr. v povrchov)ich a mineralnych vodach sa 

popri malych mnozstvach dusitanov, fluoridov a fosforecnanov vyskytuju ai v tisicoasobnom prcbytku 
najma chloridy, dusicnany a sirany. Yo vacsine realnych vzoriek sa poiaduje stanovenic dusicnanov 
a s iranov, resp. i chloridov. Pohyblivosti cychto ionov pri izotachoforetickej separacii su si vel'mi blizke. 
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a preto je vhodne znizit' efektivnu pohyblivost' siranov zv)'scnim naboja proti6nu vo vodiacom elektro­
lyte. 

Zadanie. Jdentifikujte na izotachoforeograme z6nu dusicnanov a siranov a stanovte ich hmotnostnu 
koncentniciu (mg/1) v roztoku met6dou kalibracneho grafu. 

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok dusicnanu draselneho p(KN0 3)= 100 mg/1; standardny roz­
tok siranu draselneho ,o(K2S04) = 100 mg/1; vodiaci elektrolyt (L£): kyselina chlorovodikova c(HCI) = 
= 8.1 o-3 mol/1; ,B-alan in c(,B-aJanin) = 3,5.1 o-3 mol/1: BISTRIS-propan (BTP) c(BTP) = 3,5.1 o-3 mol/1 
a mcty1hydroxyetyl celu16za (MHEC) w(MHEC) = 0, l % s pH 3,55; zakoncujuci elcktrolyt (T£): roz­
tok kyseliny citr6novej c(kys. citr6nova) = 5.10-3 mol/1; demineralizovana voda. 

Pracovny postup. Do piatich 50 ml odmemych baniek odmeriame byretou postupne 5, I 0, 20, 30 
a 40 ml standardneho roztoku KN03 a doplnimc demineralizovanou vodou po znacku . Obdobnc pripra­
vime roztoky zo standardneho roztoku K2S04. 

Kalibracnymi roztokmi postupne plnime davkovaci kohut izotachoforetickeho analyzatora a nechame 
prebchnut' analyzu. 

Vzorky pitnej vody analyzujeme neriedene, povrchove, odpadov6 a mineralne vody dcfinovanc riedi­
mc. Vzorkou naplnimc davkovaci kohut a urobime stanovenie za rovnakych podmienok ako pri kalibra­
cu. 

Vyhodnotenie merania. Zmeriamc dizky z6n standardnych roztokov a zostrojimc kalibracny graf ako 
zavislost' diZky z6ny (v mm) od koncentn\cie (mg/1) pre obidve zlozky - dusicnany a sirany. 

Zmeriamc dizky z6n na izotachoforeogramu analyzovancj vzorky a z prislusnej kalibracncj krivky 
odcitame obsah dusicnanov, rcsp. sinmov v mg/1. 

1.6.3. Aplikacia kapilarnej izotachoforezy v klinickej praxi 

V klinickej praxi sa najcastejsic stretavame s analyzou telesnych tekutin. Pozomost' sa sustred'uje 
hlavnc na analyzu krvi. krvnej plazmy, krvm!ho sera a moeu, mcnej Casto su analyzovane tkanov6 
extrakty a homogeneity. mozgovomicchov)' mok, sliny, Z.lc a ocny mok. 

Telesne tckutiny su z hl'adiska svojho zlozenia mimoriadne komplexnym analytick)'rn matcrialom. 
Met6dy pouzivane na ich analyzu su v podstate obmedzene na separacne met6dy, v mensej miere na 
specificke met6dy, najma na met6dy inwnologickc a enz)'move. 

Analyzy tclesnych tekutin su zamerane na latky endogenneho povodu, ktore su fyziologickou zloZkou 
telesnych tekutin, ale ich zv)'semi, pripadne znizena hladina indikuje metabolickU poruchu organizmu. 
Dalej su tieto analyzy zamerane na latky exogenneho povodu, ako su napr. licCiva a ich mctabolity, 
latky objavujuce sa v telesnycb tekutinach l'udi pracujucich v zdraviu skodJivom prostredi alebo po 
roznych intoxikaciach organizmu. 

U I o h a I 0 . Stanovenie hladiny alkalii v l'udskej krvi 

Stanovenie hladiny alkalickych kovov a kovov alkalick)'ch zemin je dolezitym ukazovatel'om pri stu­
diu mechanizmov, ktore podntienuju fyziologicku funkciu srdcovo-cievneho systemu. Zarovei\ prispieva 
k objasneniu posobenia lieciv, ktore sa pouzivaju pri liecbe vysokeho krvncho tlaku a inych srdcovo­
cievnych ochoreniach. 

Zadanie. Met6dou kapilarnej izotachoforczy po predchadzajucej uprave vzorky identifikujte a stanov­
te kati6ny Na+, K+, Ca2

" a Mgl+. 
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Chemikalie a roztoky. Polyetylt!nglykol (PEG); standardn~ roztoky chloridu sodneho, chloridu dra­
selncbo, cbloridu vapenateho a dusicnanu horecnateho vsetky s rovnakou koncentn1ciou c(standard) = 
= l . l 0-4 moll!: vodiaci elektrolyt (LE) zlorenia: roztok amoniaku c(NH3)= 1.1 o-2 mol/1, polyetylenglykol 
w(PEG) = 30 % a metylhydroxyetyl celul6za w(MHEC) = 0, I %, kyselina octova na upravu pH do 
hodnoty 5,4; zakoncujuci elektrolyt (TE): chloristan tetraetylarn6nia c(C8H20NCI0 4) = 5. J o-3 mol/1: 
demineralizovami voda. 

Pracovny postup. Do centrifugacnej skumavky navazime 0,1 g lyofilizovancj l'udskej krvi (I g lyoti­
lizovanej krvi odpoveda 9 ml ecrstvej krvi). K navazku napipetujcme 9 ml deionizovanej vody a I ml 
polyetylenglykolu (za ucelom vyzniZa.nia krvnych bielkovin). Skumavku so vzorkou dame na I 0 min do 
ultrazvukovej vane. Potom skumavku vloZimc do centrifugy a I 0 min ccntrifugujeme (pozor na 
vyvazenic centrirugy!). Supernatant pou.Zijcmc na analyzu. 

Takto upravcnou vzorkou plnime davkovaci kohut izotachoforetickcho analyzatora a uskutocnirnc 
analyzu. Potom postupne plnime davkovaci kohut standardnymi roztokmi NaCI. KCI, CaCb, Mg(N0 3h 
a urobime analyzy. 

Vyhodnotenie merania. Porovnanim rysky skoku (RSH) standardov Na , K, Ca, Mg s ryskami sko­
kov na izotachoforeograme vzorky l'udskej krvi identifikujeme z6ny jcdnotlirych kati6nov. Zmcriamc 
dizku z6n s ledovan~'ch kati6nov na izotachoforcograme vzorky krvi a zo zadanych paramctrov regres­
nych priamok (y =a+ bx) pre jednotlive kati6ny a zmeran~'ch dizok pdslusnych zon vypocitame latkove 
koncentracie Na, K. Ca a Mg vo vzorkc.:. 

UPOZORNENIE! Pri praci so vzorkami krvi pouzivame vzdy gumove rukavice! 

U I o h a I I . Stanovenie hladiny litia v l'udskom sere po terapii Htiov)'mi preparatmi 

Litiove soli su indikovane pri roznych psychkk)ich poruchach. Pri terapii litiovymi prcpanitmi jc 
potrebne uddiavat' statu koncentraciu litia v seru (0,6 - 12 mmol/1) . Stanovenie litia je doleiite ako 
kontrola dodrziavania lieeebnebo rezimu, ale aj ako kontrola toxikologicka vzhl'adom na neziaduce 
ucinky a mofuo~ti intoxikacie, ktore terapiu sprcvadzaju. 

Zadanie. MctOdou kapilamcj izotachoforezy stanovtc latkovti koncentniciu litia vo vzorke krvneho 
sera. 

Cbemikalie a roztoky. Standardny roztok ch1oridu litneho c(LiCI) = 1.10-3 mol/1: vodiaci elektrolyt 
(LE) zlozenia: roztok arnoniaku c(NH3) = 1.10-2 mol/!; polyetylcnglykol w(PEG) = 30 %; mctylhydro­
xyetyl celu16za w(MHEC) = 0, I %; kyselina octova na upravu pH do hodnoty 5,4; zakoncujuci elektro­
lyt (TE): chloristan tetraetylam6nia c(C8H20NC104) = 5.10-3 molll: d~mincralizovana voda. 

Pracovny postup. Do piatich 100 ml odmemych banick odmeriame byrctou postupne 2: 2,5; 3; 3,5 
a 4 ml standardneho roztoku LiCI a doplnime demincralizovanou vodou po znacku. S takto pripraveny­
mi kalibracn)rmi roztokmi postupne plnimc davkovaci kohut izotachoforetickeho analyzatora a nechamc 
prebehnUt' analyzu. 

Zo vzorky krvneho sera odoberieme mikropipetou 0,5 ml, prcnesieme ich do 10 ml odmernej banky 
a doplnime demineralizovanou vodou po znacku. Analyzu urobime obdobnym sposobom ako v pripade 
kalibracnych roztokov. 

Vyhodnotenie merania. Zmeriame dizky zon standardnych roztokov a zostrojime kalibracny graf ako 
zavislost' dizky z6ny (v mm) od latkovej koncentracie (mol/1, resp. mmol/1). Zmeriarne dizku z6ny Li na 
izotachoforeograrne vzorky krvneho sera a z kalibracneho grafu interpolaciou zistime latkovil koncent­
raciu Li (moll!, resp. mmol/1). 
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2. SPEKTRALNE METODY 

2.1. ABSORPCNA SPEKTAALNA ANALYZA VO VrDITECNEJ 
A ULTRAFIALOVEJ OBLASTI ZIARENIA 

2.1.1. Zatdadne pojmy 

Vacsina molekUI alcbo i6nov v roztoku absorbujc ziarivit cnergiu . Absorpciou ultrafialovcho (UF) 
a viditcl'ncho (VID) ziarenia sa cxcitujc clektr6nov)' system at6mu alebo molekuly. Tato oblast' iiarenia 
sa preto naz)rva aj oblast'ou clektr6nov)'ch spcktier. Latky ncabsorbujuce toto ziarenic mozno easto 
vhodn)rmi chemick)'mi reakciami previesf na zlticcniny, ktorc uz intenzivne absorbuju . 

Oblast' od 400 do 800 nm ( v = 25000- 12500 em 1
) jc viditcl'mi oblast' ziarcnia. Pre organickc latky 

jc najviac pouzivana ultrafialova oblast' ziarenia od 200 do 400 nrn ( v = 50000 - 25000 cm-1
) . Dalcka 

UF oblast' (A.< 200 nm) sa pouziva zriedka v dosledku silncj absorpcie vzdusncho kyslika (musi sa pra­
covat' v inertnej atmosfcrc, spektrofotometre si vyiaduju spccialne konstrukcie). 

Roztoky hitok, ktore absorbuju len ultrafialove ziarcnie, sa javia l'udskemu oku ako bczfarcbne. ktorc 
pohlcuju ziarenie vid.itel'nc, javia sa ako farebnc. Napr. roztok latky sa javi ako modr)', ak pohlcuje 
z bicleho slnecncho svetla ziarenic vlnov)rch d1zok 435 - 480 nm, teda iiarenic zltc. Hovorimc. zc farba 
modra rna doplnkovit, cize komplemcntamu farbu zlni. 

V absorpcncj spektrofotomctrii sa ubytok toku vstupujuceho monochromatickeho ziarcnia <I>o po pre­
chodc absorbujt'1cim prostrcdim <I> udava najcastejsie v hodnotach transmitancie 'l', co jc pomer prepus­
tcneho ziariveho toku k dopadajuccmu. Transmitancia mozc nadobudat' hodnoty 0 az I 

prieom sa spravidla udava v percentach 

<I> 
%T=- l 00 

<I>o 

0 5T~ l 

0 ~ %T5 100 

V praxi sa castejsic pouziva ina velicina, absorbancia A, ktora je bezrozmernym cislom a je detino­
vana vzt'ahom 

1 
A = log- 100 

7' 

Pre ncabsorbujuce roztoky plati: A = 0 a %T = 100, pre uplne absorbujuce roztoky plati: A = co 

a %7'= 0. 
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Transmitancia, resp. absorbancia vzorky sa mcni s vlnovou dizkou ziarcnia a zavisi aj od koncent­
racie absorbujucicb castic a hrubke vrstvy, ktorou hie prechadza. Zavislost' T, resp. A na vlnovej diZke 
pri konstantnej koncentracii latky a hrubke vrstvy prcdstavuje absorpcne spcktrum latky (absorpcmi 
krivka), ktorc je charaktcristicke pre ruto latku. Na zistcnie konccntracie je dolezit)r vzt'ah medzi nou. 
hnibkou vrstvy a hodnotou absorbancie (transmitancie) mcranej pri definovanej vlnovcj dizke. Tcnto 
vzt'ah matcmaticky opisuje Lambcrtov-Beerov zikon, z ktorcho pre absorbanciu prisnc monochroma­
tickeho ziarenia a zriedenc roztoky vypl)rva. ze absorbancia A je lineamou funkciou konccntn\cic c 

A = c . b . t: 

kde c- konccntnicia absorbujucej latky (moVI) 

b - hrubb absorbujuccj vrstvy (sirka kyvet}) 

e - molovy dckadicky absorpcny kocficient pri vlnovcj dizkc A.n .. x 

Jednotkou t' v sustave SI je mol 1m2
• V analytickcj chcrnii roztokov sa molov)' absorpcn~· kocficicnt 

V)jadrujc skor v jcdnotkach l.mol.cm-1, ktore ' )'PI)vajil z vyjadrovarna hitkovej konccntracic v mol.l 1 

a hrubkc vrstV} roztoku latky v kyvetc v em. Hodnota e v SJ sustavc jc preto dcsaflmit rncnsia nci 
hodnoty v jcdnotkach Lrnol.crn 1 Pouzitcl'nc hodnoty t;.~a.x absorpcn}·ch pasov latok v oblasti UF a VlD 
h)'vaj t.i I o~ aZ 10' l.mol.cm I. 

2.1.2. Meracie zariadenia a postupy 

Zariadenia na spektrofotomctricke mcra.nia v UF a VlD oblasti maju ticto hlavne easti· 

a) Zdroj spojiteho ziar·enia v sledovancj oblasti vlnov)'cb dizok (wolframova alebo halogcnova zia­
rovka; ortut'ova. deuteriova alcbo vodikova v)'bojka). 

b) Monochromator. ktorcho jcdnotka sa sklada z vlastneho d1spcrzn~ho zariadenia (hranol. mricZka). 
zo vstupnej a vystupnej strbiny a z pomocnych caSll (sosovky. kolimator) 

c) Kyvety na vzorky z matcrialu. ktor)· umoinuJC prcchod pouzitcho z1arenia (sklencnc kyvety su po­
uzitel'ne v oblasti vlnov)'ch dizok 350 ai 2500 nm, krcmenne uz od 200 nm). 

Kyvcty su chulostive a drahc easti zariadenia, prcto treba s nimi zaobchadzat' opatmc a uddiavat' ich 
ciste (um0'aju sa v chromsirovcj zrnesi). Pri manipuhicii s nimi dbamc na to, aby sa chytali do ruk len 
na matnej strane. Plnia sa tak, zc po vybrati z chromsiroveho roztoku sa dokJadnc oplachnu destilova­
nou vodou, oplachnu trikrat roztokom, ktor)t chcemc merat' a ai potom nalejcme do kyvety meran}' 
roztok do v)'sky 3 - 5 mm od vrchu. Nakoniec sa k)rvety opatmc otni fi ltracn:Ym papicrom do sucha 
a vlozia do ddiaka v kyvetovom priestore. Po skoneeni merania kyvcty z pristroja vybcrieme, oplachnc­
mc vodou a ponorime do m\doby s kysclinou chromsirovou. 

Dvojice kyviet (pre blank a roztok latky), pouzite na meranic, maju byf rovnakcj hrubky - sparcn~ 

k')rvety. Pred meranim je preto potrebne ich hrubku skontrolovat' (udaj o ich sirke jc vyryty pri usti 
kyvety v mm). Hrubka kyviet sa voli podJ'a koncentracic a hodnoty rnoloveho absorpcncho koeficicntu 
tak, a by hodnota absorbancic bola medzi 0, I a I. 

d) Detektory ziarenia a sposoby od~itania transmitancie. Ako dctcktory pre UF a VI D oblasl' 
ziarenia sa najviac pouzivaju fotodi6dy a fotoclektricke mi.sobice. Su citlive a ich v)'stupny signal je 
v sirokom rozsahu lincamou funkciou vstupneho sigmi lu. Fotoelektrick)i pnid z dctcktora sa zosililuje 
specialnymi elektronick:Ymi zosilnovacmi. Na odcitanie optick)ich signalov. t. j. transmitancie alebo 
absorbancie, sa pouiivaju spravidla anal6govc (v)'chylkove) alebo cislicovc meracie pristroje. Pri jcdno­
lucov)'ch spektrofotometroch sa meria T alebo A bud' potenciomctrick), kompenzacn:Ym sposobom. 
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alcbo V)ichylkov)'lll ampem1ctrom. Registracne spcktrofotometre umoznuju automaticke ziskanie zaz­
namu absorpcneho spektra, co vsak vyZa.duje synchronizaciu registnicie s cinnosfou monochromatora 
a s ovlildanirn zoslabovacich zariadeni. Su vybavenc jcdnak linioryrn zapisovaeom pre zaznan1 absorp­
cnych kriviek, jednak digitalnym voltmetrom pre odcitanic absorbancii. 

Vacsina beine pouzivanych pristrojov je konstmovana tak. ze v spojeni s vymenitcl'nymi nadstavcan1j 
mozno pristroj adaptoval' na meranie fluorescencie, zakalu. remisie atd'. Najnovsic konstmkcie pristro­
jov umoiiluju ich napojenic na automatick)r podavac kyvict (ai 300 za hodinu), samoeinny pocitac 
a tlaciarcn ttdajov. cim sa analyza automatizuje a znacnc ur)'chl'ujc. 

c) Rozpu§t'adla. Najpouzivancjsim rozpusfadlom jc voda . Jcj v)rhoda je v tom, ze ncabsorbuje v ce­
lom rozsahu merania od 200 do 1000 nm. Jej pouzitel'nost' jc ale obmedzemi rozpustnost'ou latok . Pre 
nepolame organicke latky treba pouzit' organickc rozpust'adla. Pre oblast' vro su vhodne prakticky 
vsetky bezfarebnc rozpust'adlft . Pre oblast' UF pod 350 nm Je uz V)iber obmedzeny. Az do 210 nn1 su 
pouzitel'nc nas)1cnc uht'ovodiky, nizsie alkoholy a 6tcry. 

2.1.3. Aplikacia 

Kvalitativna analyza. Absorpcne spektrum UFNID cistcj hitky (resp. jej roztoku), najma orgamckej. 
je kvalitativnou charakt~!ristikou pre danu zluecninu a zavisi od clcktronovej struktury latk')'. Poloha 
a intenzita pasov JC typicka pre urcitu CaS( molekuly (chromofom1nu}, a preto spcktni vel'k)'ch, Stnlk­
tume si podobnych molek(JI sa od seba lisia len vel'mi malo. Vyhodnocujeme najeastcjsic pritomnost' 
maxim a minim (;!,ni\.X• ;!,,on) absorpcnych pisov pri porovnani so spcktrom standardneho roztoku idcnti­
fikovancj latky, alcbo porovnime jej spcktrum s atlasom spcktier UFNID. Tieto atlasy spektier 
obsahuju niekol'ko dcsiatok tisic clektr6norycb spekticr roznych molckul. Nove vydanie slovenskcho 
lickopisu uvidza ako jcdnu z metOd potvrdcnia totowosti lieciv a stanovenia ich obsahu absorpcnu 
spcktrometriu UFNID v celom rade clankov. 

Mierou intenzity absorpcneho pasu je hodnota molovcho absorpcneho koeficicnta, co je vlastne absor­
bancia roztoku hitky pn vlnoveJ diZkc A.m.~. hrubkc kyvety b = I em a konccntracii c = I mol/1. 

Tvar absorpcnej krivky a poloha maxima (rcsp. minima) su ovplyvilovane rozpust'adlom. tcplotou, 
i6novou silou roztoku. chcmickymi rovnovihami (pH) a in)'m. Nastava hypsochr6nmy alcbo bato­
chr6mny posun absorpcncho maxima (minima) pasu v smcrc ku kratsim alebo dlhsim vlnorym dizkam 
a zmcna absorpcnebo molovcho koeficienta. 

Na idcntiftkaciu mozno uplatnit' aj ruektorc vscobccne pravidla. Ak Iatka napr. ncjavi mcratel'mi 
absorpciu medzi 200 a 800 nn1, ide pravdepodobnc o nas)rtcny uhl'ovodik, alkohol, ctcr, kyselinu alebo 
ester. Slabe, struktUme nev),raznc pasy okolo 280 nm su typickc pre aldehydy a ket6ny. Vyrazne pisy 
mcdzi 220 ai 300 nm poukazuju na konjugaciu dvojitych vazieb. 

Cennc infonmicie poskytujc spcktrometria UFNID pri identifikacii a studiu biochemicky v)rznanmych 
latok, najma sterolov, farbiv, vitaminov atd'. Spcktni UFMD sa bczne uplati\uju pri idcntifikacii far­
mak, pesticidov, syntetickych farieb a rady karcinogcnnych latok, ktore zneeist'ujll zivotne prostredie. 

Kvantitativna analyza. Spcktrofotometricke stanovcnic nezmimej koncentracie roztoku latky sa robi 
pri hodnotach vlnorych dizok zodpovcdajucich maximu absorpcneho pasu, pretoze molov)' absorpcny 
koeficicnt pri A.n ... ~ je najmcnej zavisly od spektralnej ~irky strbiny a jcho hodnota tu b)rva znacnc 
vysoka, eo umoznuje citlivc stanovenie (easto mikrogramy latky v mHilitri roztoku). 

Zakladn)rm predpokladom tychto kvantitativnych stanoveni jc platnosf Lambertovho-Becrovho zako­
na. Podmienkou priamej llmcmosti mcdzi absorbanciou a koncentraciou je hodnota molovcho absorpcneho 
koeficientu. Jeho hodnota zavisi nielen od vlnovcj dizky. ale aj od dmhu rozpusl'adla a od pritornnosti 
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d'alsich lcitok. V koncentracnej oblasti platnosti zikona rna uvcdeoy vzt'ah priamkov), pnebch a ak sa 
v skumanom roztoku nenachadza ina absorbujuca Iatka, priarnka rna prechad7.at' zaciatkom suradnic. 
Pri vyssich hod.notach konccntracic sa zavislost' A =./{c) casto ohyba kosi konccntracii. 

Rozlisujeme priame a titra~ne spektrofotomctrickc stanovenia. Pri priamych stanovcniach sa pracujc 
met6dou kalibracncj krivky, t.j. zist'uje sa zavislost' absorbancie od konccntnicic v standardnych rozto­
koch. Ak je kalibracna krivka priamkova a prechadza poeiatkom, moino na V) hodnotcnie pouiit' aj 
mct6du standardneho pridavku. 

Fotometrickou titraciou sa rozumie pouZitie fotomctrickcj indikacie bodu ckvivalcncic. Titracna kriv­
ka je v tomto pripadc zavislost'ou absorbancie roztoku od objemu titracneho skumadla. Absorbancia sa 
slcduje pri takej konstantncj vlnovej diZke, pri ktorej ma jcdna z rcagujucich zloztck charal-.'teristickU 
absorpciu . Bod ekvivalencic jc potom ureeny priesecnikom dvoch priamko~ch vet vi titrncnej krivky s 
roznymi smemicami, pripadnc sa moze poui.if vhodn)' indikator (v pripadc. i.e system nejavi sfun 
absorpciu), ktor)t je sam absorbujucou casticou. 

Absorpcna spcktrofotomctria nasla sirokc uplatncnic v anal~1 ickcj praxi pre svoju univcmilnost'. citli­
vost', presnosf, r)rchlost' a dostupnost' pristrojovej tcchniky. Uplatiiuje sa niclcn pn identifikacii a stano­
veni obsahu anorganickych a organickych latok. ale JC pouzitel'na aj na studium actdobazick)·ch 
rovnovcih, na slcdovanic kinctiky chemicJ<Ych a biochcmick)ch proccsov, stability, mctabolizmu atd'. 

Metodicky sa k spcktrofotomctrickcmu systcmu pnstupuje dvojako: 

a) z praktickeho hl'adiska (neurcuju sa rovnovahy v roztoku, zlozcnic, stabilita, struktura absorbu­
juccho produktu atd'.). kde sa postupuje podra znimcho, voprcd cxperimcntalnc odskusaneho postupu. 
V tomto pripadc jc nutnc striktnc dodrZ<lt' podmicnky stanovcnia a elirninovat' tak systcmatickU chybu 
met6dy na minimum, 

b) z exaktneho hl'adiska, ktorcmu predchadza podrobne ~tudium systernu 

Vyhodnotenie vjsledkov 

ldentifikacia. Z nam~;ranych absorpcnych krivick latok. ktorc sme dostali na potvrdenie ich totoz­
nosti, urcime polohu ma..xim ~a ~. absorpcn)·ch pasov a porovnarne ich s hodnotami, ktore smc 
zistili z absorpcnych krivick roztokov ich standardov, pripadnc porovnamc ich absorpcnc spektra so 
spcktrami uveden)mi v atlase spektier. Na ziklade tohto porovnan.ia rozhodnemc o totoznosti l:hok. 

Stanovenie koncentracie 

a) V)'Poetom pomocou moloveho absorpcoeho kocficicntu & (E mozeme cxpcrimcntalnc stanovit' alebo 
vyhl'adat' v chemicko-fyzikcilnych tabul'kach) z Lambertovho-Beerovho zcikona, pricom c = A/(s.b) . 

b) Graficky interpolaciou z kalibracnej krivky. Kalibracn)• graf moino zostrojit' na poeitaCi pomocou 
grafick),ch programov (napr. SLIDE, PIKFJT, GRAFFER), ktore umoznuju prelozenie kalibracncJ 
priarnky cez namerane hodnoty met6dou najmcnsich stvorcov a statisticke vyhodnotcnic prcsnosti mera­
ma. 

c) V)rpoetom pomocou fotomctrickeho faktora prepocitania koncentnicie F (F =ciA, resp. F =piA). 
Hodnota tohto faktora sa vypoeita z experimentalnych hodnot kalibracncho grafu , moze sa vlozit' do 
pamate spektrofotometra a koncentraciu vzoriek odcitamc potom priamo na displeji pristroja. 

d) Z funkcie priamky (y = ax+ b). V pripade zostrojenia kalibracm!ho grafu pomocou programu SLIDE 
po statistickom vyhodnoteni jcdnotlive symboly znan1enaju: y = A (absorbancia), b = ao (v),sec na osi y), 
a = a1 (smemica priamky), x = c. Z uvedeoych vzt'ahov vypl)rva. i.e koncentnicia c = (A - ao)la , 
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2.1.4. Spektrofotometricke stanovenia a identifikacia 

U I o h a 1 2 . Overenie totoznosti lieciv skupiny pyrazol6nu a stanovenie ich cistoty 

Fenaz6n (I) a aminofenaz6n (ll) patria mcdzi liceiva skupiny dcrivatov pyrazol6nu: 

Q Q 
=(

N, 
0 N-CHJ 

._ ___ I.__CH~ ==(
N, 

0 N- CHJ 
(CH ) N - I CH. 

J 2 ~ 

M,= 188,23 M,= 231,30 

Zarad'uju sa do famlakologickcj skupiny mcdzi antipyrctika s analgetick)/ln ucinkom. lch roztoky 
v mctanole, resp. v zncdcnych mincralnych kysclimich posk)1uju v UF oblasti charaktcristickc absorp­
cnc spcktni. 

Zadanie. Overtc totoznost' vzorky licCiva skupiny pyrazol6nu na zaklade porovnania jcho absorpcnc­
ho spektra s absorpcnym spcktrom jcho standardu . Vypocitajte molory absorpcny kocticicnt fcnaz6nu . 
resp. aminofenaz6nu a stanovtc cistotu substancic vzorky vyjadrcnu hmotnostnym zlomkom w v % . 

Chemikalie a roztoky. Standard fcnaz6nu a aminofcnaz6nu: vzorky fenaz6nu a aminofenaz6nu: 
roztok kyseliny chlorovodikovcj c(HCI) = 0, l mol/1. 

Podmienky merania. Absorpcne spcktra roztokov standardov a vzorky mcriamc na registracnom 
spektrofotometri (SPECORD UV VIS, obr. 13) v kremcnnych kyvctach s hrubkou I 0 mm. Ako porov­
m\vaci roztok pouzijcmc roztok HCI. Poeiatoenu hodnotu vlnopoetu nastavimc na 48 000 em 1

• Ostatne 
parametre nastavimc podl'a navodu na obsluhu. Na rcgtstniciu pouiijeme registracny papicr s hodno­
tami - 0, I az I ,4 Ana osi suradnic. 

20 

Obr. 13. Opticka schema spcktrofotometra SPECORD UV VlS 
(Zeiss. SRN) I - t6ricke 7.rkadto. 2 - dcutcriova vybojka, 3- rovinnc 
ukadlo. 4 - iiarovka, 5- vstupna ~trbina monochromatora, 6 - Litt­
rovovo zrkadlo. 7 - hranol monochromatora, 8, 9 - dutc z.rkadla, 
JO- vystupna ~trbina monochromatora, I I - valcova ~o~ovka. 

12 - t6ricke 1.rkadto. 13 - kotti~ modulatora. 14 - otocnc zrkadlo, 
IS - 17 - odrazove zrkadla, 18 - porovnavaci roztok, 19 - roztok 
vzorky, 20 - fotonasobit 

37 



Pracovny postup. Na analytickych vahach navazime do troch 25 ml kadiCiek presne asi po 50 mg 
standardu fenaz6nu, aminofenaz6nu a vzorky. Nava.Zky rozpustimc v roztoku HCI, kvantitativne prele­
jeme do troch 250 ml od.memych baniek, doplnime roztokom HCI po znacku a premiesame. Na vlastne 
spektrofotometricke merania z tychto z.akladnych roztokov odpipctujeme po I 0 ml do troch I 00 ml 
odmcmych ban.iek, doplnime po znacku roztokom HCI. Po premie5ani zmeriame absorpcnc spcktra 
vsetkych pripravenych roztokov. 

Ziskanc absorpcne krivky vyhodnotime po kvalitativnej a kvantitativnej strankc podra zadania. 

U I o h a l 3 . Overenie toto:inosti barbituratov a stanovenie ich cistoty 

Barbituraty su lieciva, ktore na zikladc ich terapeutickeho ucinku zarad'ujcmc do fam1akologickej 
skupiny medzi hypnotika. Po chemickej stninkc su derivatmi kyseliny barbitttrovcj. ktora v zavislosti od 
pH roztoku moze existovat' v troch tautomemych formach 

H 
I 
N 

O=c,.....,. 'c= o 
I I 

RI-C........_ ,.....,.N-H 
R/ C 

2 I 
0 

pH2 

V uvedenych vzorcoch pre R1 a R2 plati : 

- kyselina barbirurova R ., R2 = - H; 

pH 10 

- alobarbital R ., R2 = - CH2-CH=CH2; M, = 208,22: 
- fenobarbital R, = - C2H5. R2 = - CJI5; M, = 232,20. 

pH 13 

V alkalickom prostredi vykazuju roztoky barbiturcitov v UF oblasti ziarenia silnu absorpciu s charak­
tcristick)imi absorpcnymi spektrami. 

Zadanie. Overte totofuost' vzorky barbitunitu na ziklade porovnania jeho absorpcneho spektra 
s absorpcnYu1 spektrom jeho standardu. Vypocitajtc molory absorpcny koeficient alobarbitalu rcsp. 
fcnobarbitalu a stanovte cistotu substancie vzorky vyjadrenu hmotnostnym zlomkom w v %. 

Chemikalie a roztoky. Standard alobarbitalu a fenobarbitalu; vzorky alobarbitalu a fenobarbitalu ; 
roztok hydroxidu sodneho c(NaOH) = 0, I mol/1. 

Podmienky merania. Absorpcne spektra roztokov standardov a vzorky meriame na rcgistracnom 
spektrofotometri (SPECORD UV VIS, obr. 13) v kremennych kyvetach s hnibkou 10 mm. Ako porov­
navaci roztok pouzijeme roztok NaOH. Poeiatocnu hodnotu vlnopoctu nastavime na 44 000 cm-1

• 

Ostatne paran1etre nastavime podl'a navodu na obsluhu . Na registraciu pouzijcme registracny papier 
s hodnotami -0, I az I, 4 A na osi stiradnic. 

Pracovny postup. Na analytick)ich vahach naviZimc do troch 25 ml kad.iCiek presnc asi po 80 mg 
standardu alobarbitalu, fenobarbitalu a vzorky. Navaiky rozpustime v roztoku NaOH, kvantitativne 
prelejeme do troch 250 ml odmernych baniek., doplnime roztokom NaOH po znacku a premiesan1e. Na 
vlastne spektrofotometricke merania z tycbto roztokov odpipetujeme po I 0 m.l do troch 100 ml odmcr­
n),ch baniek, doplnime po znacku roztokom NaOH a po premicsani zmeriame absorpcne spektra vset­
kych pripravenych roztokov. 

Ziskane absorpcnc krivky vyhodnotime po kvalitativnej a kvantitativnej st ranke podl'a zadanta. 
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Obr. 14. Opticka schema spektrofotomctrt~ SPEKOL I I (Zeiss, SRN) 
l - zdroj ziarcnia, 2 - kondcm:or, 3 - l.rkadlo, 4 - vstupna ~trbina, 
5 - objcktlv, 6 - mric:lka monochromatora, 7 - otoeny bubon pre 
nastavenic vlnovcj diiky. 8- objcktiv, 9 - v)•stupna ~trbina, 10 - ky­
vcta. II - fotoelanok, 12 - zosililova~. 13 - galvanometer 

U I o h a I 4 . Sledovanie podmienok spektrofotometrickeho stanovenia Cul+ s chelatonom 3 

16ny t'azkych kovov tvoria s komplcxotvomym skumadlom chclat6nom 3 (dvojsodmi sol' kyseliny 
ctylendiamin-N.N,N',N'-tetraoctovej) vel'm1 pcvne chclaty. Nicktore su farcbne, co 1noi.no vyui.il' na 
spcktrofotometricke stanovcnic prislusncho ionu kovu. napr. Fc3

+, Cu2
+, Ni2~ a Co2

•. 

Prcd vlastnym stanovenim i6nu kovu zistimc optimalnc podmienky pre toto stanovcnie. Jc to predo­
vsetk}rm zistenie absorpcneho maxima (A.na.x), zistcnie vhodncj oblasti pH tvorby chelatu. ako aj mnoz­
stvo skumadla, potrebncho na kvantitativne naviazanic i6nu kovu do chchitu. 

Zadanie. Stanovtc hmotnostnt'1 koncentraciu (mg/ml) mcdi v roztoku vzorky s chelat6nom 3. 

Chemikalie a roztoky. Roztok siranu mcd'nateho c(CuS04) = 0,05 mol/1: roztok chdat6nu 3 
c(chcl. 3) = 0,05 mol/l ; tlmivc roztoky s pH 3,0; 4.6, 6,0; 9,2; 10,2. 

Podmienky merania. Absorbanciu roztokov mcriamc na spektrofotometri v sklcncnych kyvetach 
s hrubkou vrstvy I 0 mm oproti vodc ako porovmivaciemu roztoku pri vlnovej dizkc zistcneho absorp­
cneho maxima vzniknutcho komplexu. Spektrofotomctcr (SPEKOL s nadstavcom EK I, obr. 14) sa 
pripravi na meranie podJ'a mivodu na obsluhu. 

Pracovny postup. Na zistcnie absorpcm!ho maxima odpipctujeme do 50 ml odmcmcj banky 5 ml 
standardneho roztoku CuS04, 10 ml roztoku chelat6nu 3 a banku doplnime tlmiyYnl roztokom s pH 6,0. 
Absorbanciu pripravcncho roztoku zmeriame v oblasti 600 - 800 nm v intcrvaloch po 20 tml . Nameranc 
hodnoty zavislosti A = .f{A.fnml) vyhodnotime graficky. Vlnova dizka. pri ktorej sa nachadza vrchol 
absorpcnej krivky, udava absorpcnc maximum ..t,IIX vytvorcncho chclatu. Ostatne mcrania robhne uz pri 
tcjto fixne nastavencj vlnovcj dizke. 

Na zistcnie vhodncj oblasti pH na tvorbu chelatu odpipetujcmc do piatich 50 ml odmcmych baniek po 
5 ml standardncho roztoku CuSO .. a do kaidcj z nich pridame odmem}rm val com I 0 ml roztoku 
chelatonu 3. Odmeme banky doplnime po znacku jednotliv}rmi tlrniv}rmi roztokmi . Absorbanciu 
vsetkych piatich roztokov zmeriamc, vyhodnotime graficky a vybcrieme na d'alsie mcrania vhodny 
tlmiv:Y roztok. 
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Dalcj zistime potrebny prcbytok roztoku chelatonu 3 na stanovenie Cu1
•. Do 50 ml odmcmych baniek 

napipetujcme po 5 ml standardneho roztoku CuS04. Do prvej banky pridame pomocou byrety 2 rnJ 
roztoku skumadJa chelatonu 3, do druhej 3,5 ml, do trctej 5 ml, do stvrtej 7 ml a do piatcj 10 rnJ . Vset­
ky odmeme banky doplnimc po znacku a zmeriamc absorbanciu pripravenych roztokov. Z nameran),ch 
hodnot zostrojime graf zavislosti absorbancie od pridancho objemu skumadla, z ktorcho zistime najmen­
sic mnozstvo skUmadla, ktorc zarucuje, ze chemicka rcakcia medzi Cu2~ a chelatonom 3 prebehla v ste­
chiomctrickom pomerc. Do roztokov na zostrojcnic kalibracneho grafu a stanovcnic vzorky pridamc 
potom dvojnasobok minimalne potrebneho objemu skumadla. aby bot zaruccny jeho prcb)10k 

Na zostrojenie kalibracncho grafu odmeriame z byrct) do piatich 50 ml odrncrn)•ch baniek 1. 2, 3. 4 
a 5 ml standardnebo roztoku CuS04, pridamc potrcbnc mnoistvo chelatonu 3 a doplnime vybran)'m 
tlmiv)rrn roztokom po znacku . Po prcmiesani roztokov zmcriame ich absorbanciu . Z namcranych hodnot 
zostrojimc kalibracny grafzavislosti A =_f(p) . 

Nakoniec stanovimc konccntniciu medi v roztoku vzorky tak, ze zo vzorky odpipctujemc 5 rnl do 50 
ml odmcmej banky, pridarne po~rebnc mnozstvo chclatonu 3 a banku doplnime tlmiv)tm roztokom po 
znacku. Po premiesani zmcriamc absorbanciu roztoku vzorky medi a vypocitamc jeJ hmotnostnu 
koncentraciu. 

U I o h a I 5 . Spektrofotometricke stanovenie Fel+ a Fe3
+ vedl'a seba s 2,2'-bipyridinom 

Zelcznate iony vytvaraju s 2,2 '-bipyridinom v slabokyslom prostredi v rozmcdzi pH 4 - 6 cerveno 
sfarbeny, vel'mi stabiln)1 komplex podl'a reakcie 

Uvcdeny poznatok mozno vyuzit' na spektrofotomctricke stanovenic Fe2 
... . ako aj Fc3

' po jeho redukcii 
s chloridom bydroxylaminia na Fc2 

... 

Zadanie. Stanovte hmotnostmi koncentraciu (~-tg/ml) Fe2
+ a Fe3

+ v roztoku vzorky s 2,2 '-bipyridinom. 

ChemikAlie a roztoky. Standardny roztok siranu 2clcznateho c(FeSO") = 2,5 . 10-'~ moVI v kyscline chlo­
rovodikovej (c(HC1) = 0, 1 moVI); roztok 2,2' -bipyridinu v kyselinc chlorovocUkovej (c(HCI) = 0, I molll) 
w(bipyridin) = 0, 1 %; roztok chloridu hydroxylaminia w(NI---LOC1) = 10 %; roztok octanu sodneho 
c(CH3C00Na) = 2 mol/1 . 

Podmienky stanovenia. Absorbancie roztokov mcriamc na spektrofotometri v I 0 mm sklenenych 
kyvetach oproti vodc ako porovnavaciemu roztoku pri vlnovej diZke zisteneho absorpcneho maxima 
vzniknuteho komplexu. Spcktrofotomcter (SPEKOL s nadstavcom EKl, obr. 14) sa pripravi na meranic 
podl'a navodu na obsluhu. 

Pracovny postup. Zo standardncho roztoku FeS04 odpipetujeme 5 ml roztoku do 50 ml odmemej 
banky. K roztoku pridamc 5 ml roztoku skUmadla a I 0 ml roztoku octanu sodncho a banku doplnime 
vodou po znaCku. Po premicsani absorbanciu roztoku zmeriame v oblasti 400 - 600 nm v intervaloch 
po 20 nm. Namerane hodnoty zavislosti A = .f{A.[nm]) vyhodnotime graficky. Vlnova dizka, pri ktorej sa 
nachadza vrchol absorpcnej krivky, udava absorpcnc maximum A.n.x vytvoreneho chclatu. Ostatne 
merania robime uz pri tejto fixnc nastavcnej vlnovej dizke. 
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Na zostrojenie kalibracneho grafu odmeriame z byrety do piatich 50 ml odmernych baniek 2, 4, 6, 8 
a 1 0 mJ standardneho roztoku FeS04. Do baniek potom pridame 5 mJ roztoku skumadla a I 0 ml 
roztoku octanu sodncho. Banky doplnime vodou po znaCku, prcmicsame a absorbanciu pripravenych 
roztokov zmeriamc. Z nameranych hodnot zostrojimc kalibracny graf zavislosti A = ./{p). 

Nakoniec stanovime hmotnostnu koncentraciu Fe2
• a Fe3

+ vo vzorkach. Z roztoku vzorky odpipetu­
jeme po 1 0 ml do dvoch 50 ml odmemych baniek. Do jednej banky pridame 5 ml roztoku sklimadla, 
2 m1 roztoku hydroxylaminia a l 0 ml roztoku octanu sodneho. Banku doplnime po znacku vodou. 
premicsame, nechame 30 min stat' a potom absorbanciu roztoku zmeriame. Do druhcj banky pridame 
skUmadla v tom istom mnozstve a poradi ako do prvej banky s t)'m rozdielom. ze do nej nepridame 
roztok hydroxylaminia. Po doplneni banky vodou po znacku a premiesani zmeriame ihned' absorbanciu 
roztoku. 

Hmotnostnu koncenLraciu Fc2
+ a celkovcho zcleza (po rcdukcii s chloridom hydroxylaminia) vyhodno­

time a z ich rozdiclu zistime hmotnostnu koncentraciu Fe3
'. 

2.2. FLUORIM ETRIA 

2.2.1. Zakladne pojmy a aplikacia 

Fluorescencia je jedn}m z javov, s ktor)'mi sa strctavame pri vzajomnom posobeni ziarenia a analyzo­
vancho prostredia. Casf ziarcnia (excitacnc ziarenic) je absorbovana atomami a molekulami, ktore sa 
dostivaju do vyssich excitovanych stavov. Obycajm: sa podstatna east' absorbovancj cncrgic meni 
nevratne na teplo a len mala cast' je vyziarcmi. ako fluorcsccncne ziarenic (emitovane) s knitkym do­
svitom (10-8

- 10-~ s). 

Fluorimetria jc spektrofotometricka metoda zalozena na vyuziti ernisnych spektier at6mov a molekul 
v oblasti ultrafialovcho a najma viditel'neho ziarenia. Z analytickeho hl'adiska v)'znamncjsic su aplikacic 
kvantitativnc nez kvalitativne pre znacnu citlivosf stanovenia nizkych koncentracii organickych a anor­

ganick)lch latok v roztokoch po ich eventualncj scparacii zo zmcsi. V porovnani s absorpcnou spcktro­
fotometriou je ftuorimetria v priemere citlivejsia 0 dva az styri poriadky. Je to sposobene prcdovsetk)iln 
cym, ze konccntracia jc tu priamoumema meranemu sigmilu, zatial' co pri absorpcii jc merany rozdicl 
dvoch vel'kych signalov. Vel'mi mala koncentracia a nepritomnost' cudzich castic je na rozdiel od 
absorpcnych metod podstatna, aby sa co najviac obmedzilo rusive , zhasanie" fluoresccncic nd iarirymi 
prechodmi molek.:tl medzi jednotliv)'mi energetick)'mi stavmi. DaiSou v)'hodou fluorimetrie je j ej znacna 
selektivita. 

Urcitou nevyhodou tluorimctrick)lch stanoveni je skutoenost', ze merany emisny signal je zavisly nie­
len od typu pristroja, ale i od teploty, od druhu rozpust'adJa a od pritomnosti vedl'ajsich latok v roztoku . 
Nic je prcto l'ahke porovnavat' signaly ziskanc v roznych experimcntalnych podmienkach. Pri stanovenj 
postupujeme preto metodou individualnej kalibracnej krivky alebo este lepsie met6dou standardnych 
pridavkov. Tcnto postup vsak predpoklada dostupnost' potrebnych presnych standardov. 

Z metodickeho hJ'adiska fluorimctricke stanovenia moiu byt' priame a neprian1c. Pri priamej tluori­
metrii fluoreskuje san1otna analyzovana Iatka. Tate situacia je bema v organickej analyze, kde pocct 
stanovitel'nych latok ide do tisicok. Najviac je aplikovana v biochemickcj a klinickej analyze (stanovenie 

vitaminov, porfyrinov, adrenalinu, estrogenu, urobilinu a i.). 

Nepriame met6dy prcdpokladaju premenu hitok na fluoreskujucu zluceninu . Tato metodika rna vel'ky 
vyznam zvlast' v stopovej analyze kati6nov kovov, ktore sa prcvadzaju na fluoreskujuce chelaty. 
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Vyznamnou charakteristickou vlastnost'ou molekuly je kvantov:Y v)rt'a.Zok fluorescencie F, definovany 
ako pomcr tluorescencneho ziariveho toku k absorbovancmu ziarivemu toku 

kde <l>p je tluorescencny ziarivy tok, 

, <I.> A je pohlteny (absorbovany) ziarivy tok. 

Kvantovy v)rt'a.Zok moze nadobudnut' maximalnu hodnotu I. 

Matematicko-fyzikalne vxjadrenie vzt'ahu pre zavislost' intenzity fluorescencie od konccntracie fluoresku­
jucej latky je pomerne zlozite, lebo vzt'ah opisuje nelineamy tvar kalibracnej krivky . V najjednoduchsom 
pripade fluorimetrickeho stanovenia je v roztoku pritomny jcdiny drub absorbujt1cich a fluoreskujucich 
molekul. Akje potom fluorescencny ziariv:Y tok <l>F umerny absorbovanemu <l>,., a ak plati pre absorpciu 
Lambertov-Beerov zakon, vzfah mcdzi <l>p a koncentraciou c fluoreskujuccj latky vystihuje rovnica 

kde & jc molov)' absorpcny koeficient, 

b- hrubka vrstvy roztoku tcjto latky, 

c - koncentracia, 

k- pristrojova konStanta. 

Rovnica plati, ak &be~ 0,02 . Pre vel'mi zriedene roztoky, s ktorymi vo fluorimetrii vsak easto pracu­
jeme, je fl uorescencny ziariv)' tok priamoumemy koncentracii latky v roztoku (<l>p = f[cJ) a rovnica 
nadobuda linearny priebeh, kalibracnc krivky su priamkove. Pri vyssich konccntraciach a v pritomnosti 
nicktorych cudzich latok (organickych latok s konjugovan)'lni vazbami p-systemov alebo ionov) rovnica 
neplati, pretoze vysoka frekvencia zrazok a inych interakcii sposobujc , zhasanie' ' fluorescencie, kalib­
racne krivky sa ohybaju k osi koncentnicii. Tieto okolnosti najviac prekazaju pri analytickjch 
aplikaciach fluorimetrie. 

Suhmom mofuo povedat', ze fluorimetria sa v)'znamne podiel'a na analytickom stanoveni stopov)'ch 
prvkov, pol)'lnerov, v petrochemii, vo fannacii, pri analyze potravin, voo i ovzdusia. 

2.2.2. Fluorimetricke stanovenia 

U I o h a I 6 . Stanovenie siranu chininia 

Roztoky chin1nu vykazuju posobenim UF ziarenia casovo stalu modru fluorescenciu, ktora ma najvac­
siu intenzitu v prostredi kyseliny sirovej. Tento poznatok mozno vyuzit' na fluorimetricke stanovenie 
chininu. 

Vzhfadom na terapeuticky uCinok zarad'uje sa chinin do farmakologickej skupiny medzi antimalarika 
a antipyretika. 

Zadanie. Stanovte hmotnostnu koncentraciu (J.lg/ml) roztoku vzorky siranu chininia met6dou kalib­
racneho grafu. 

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok siranu chininia p(C~50N408S.2H20) = 0,1 g/1; roztok 
kyseliny sirovej s koncentniciou c(H2S0 4} = 0, I mol/1. 
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Podmienky merania. Intenzitu .fluorescencic vsetk)fcb roztokov siranu chininia meriame na spcktro­
fotometri (SPEKOL, opatreny fluorescencnym nadstavcom FK. obr. 15) pri vlnovej diZke exitacneho 
ziarenia 370 nm v kremennycb fluorimctrick)fch kyvetach (vsetky strany kyvety su pricsvitnc) s hrUhkou 
vrstvy 10 rnm oproti porovmivacicmu roztoku, ktor}'mje roztok kyseliny sirovej. 

Pracovny postup. Zo standardneho roztoku siranu chininia odmeriamc hyrctou do piatich 25 ml 
odmcmych baniek 1, 2, 3, 4 a 5 ml roztoku. Odmeme hanky doplnime po znacku roztokom kyseliny 
sirovcj, premiesame a zmcriame intenzitu ich tluoresccncic. Z nameranych hodnot zostrojimc kalibracny 
grafzavislosti %F= j{p). 

Koncentraciu roztoku vzorky siranu chininia stanovimc tak, ze zmcriame najsk6r priamo nezrieden)r 
roztok vzorky. Ak bodnota intenzity fluorescencie hudc vacsia, ako je najvacsia hodnota intenzity fluo­
rescencie na kalibracnom grafc, treba vzorku zriedit'. Postupujeme tak, ze odpipetujeme 5, rcsp . 10 ml 
roztoku vzorky do 25 ml odmcrncj banky, doplnime po znacku roztokom kyseliny sirovcj a po premie­
sani zmeriame. Ak intenzita fluorescencic roztoku vzorky sa bude pohyhovat' v rozmedzi rozsahu 
kalihracnej krivky, vyhodnotimc vysledok anal)rzy po stninkc kvantitativnej . 

3 0 0 ,,. 0 

~ crmtovane :..rarcrue 

, £ffi· D1Kl-A 
f 1 I I I fV 
I ~lz 4 5 6 7 8 

I 
excilovanc l iarcnic 

Obr. 15. Schema nuorescencncho nadstavca FK pre SPEKOL 11 
1 - kyveta, 2- zrkadlo. 3 - dutc zrkadlo, 4, 6 - ~o~ovky , 5 - absorp­
cny alebo intcrferencny filter. 7 - clona, 8 - fot6nka aJcbo fotonasobic 

(J I o h a I 7 . Stanovenie hlinika s morinom 

Morin dava s hlinit}'mi sol'am.i v slabokyslom prostredi (pH 3 - 4,5) intenzivne zeleno tluoreskuji1ce 
roztoky. Fluorescencia je pripisovana hlinitej soli Al(C15H90 7) 3• 

Zadanie. Stanovte hmotnostnu koncentniciu (~g/ml) ro~oku vzorky hlinika met6dou kalihracneho 
grafu. 

Chemikalie a roztoky. Roztok dusicnanu hliniteho p(AI(N03h) = 1,0 mg/1; kyselina octova zriedena 
l: lO; roztok morinu v etanole w(morin) = 0,35 %; etanol w = 96% 

Podmienky merarua. Jntenzitu fluorcscencie roztokov hlinitej soli mcriame pri vlnovej diZke excitac­
m!ho ziarenia 410 nm oproti porovnavaciemu roztoku, ktory obsahuje vsetky sk(unadla v rovnakom 
mnozstvc ako skumany roztok vzorky okrem roztoku hlinitej soli. Ostatne podmienky mcrania su zhod­
ne s podmienkami, ktore su uveaene v ulohc c. 15. 

Pracovny postup. Zo standardneho roztoku hlinitej soli sa pomocou byrety odmcria postupne I, 2, 3, 
4 a 5 ml roztoku do 50 ml odmemych hanick. Do jednotliv)'ch baruek sa potom prida po 10 ml zriedenej 
kyseliny octovcj, 3 mJ roztoku morinu a 25 ml etanolu. Odmeme hanky sa doplnia vodou po znacku, 
premiesaju sa a nechaju I 0 min temperovat' pri teplote 25 oc v ultratennostate. Ako porovmivaci roztok 
pouzijeme roztok, ktor)r bude obsahovat' vsetky zlozky meraneho systemu okrem hlinitej soli. Jntenzita 
tluorescencie roztokov sa zmeria a z nameranych hodnot 7..0strojime kalibraeny grafzavislosti %F =.f{p). 

Koncentniciu hlinika vo vzorke stanovime tak, Ze 5 ml roztoku vzorky odpipetujeme do 50 ml odrner­
ncj banky, pridame 3 ml roztoku morinu. lO ml zriedenej kyseliny octovej a 25 ml etanolu. Banku 
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doplnime vodou po znacku, premiesame a nechame 10 min temperovat' pri teplote 25 °C v ultratenno­
state. lntenzitu fl uorescencie roztoku vzorky potom zmeriame a vyhodnotime po stn:lnke kvantitativnej. 

2.3. INFRACERVENA SPEKTROMETRIA 

2.3.1. Zakladne pojmy 

lnfraeervemi absorpcna spektrometria je zalozem1 na interakcii latky so ziarenim, pricorn dochadza 
k zmene dip61oveho momentu vazieb v molekulach a vzniku vibracno-rotacncho spektra . 

Jnfracervene spektrum jc dolezitou charakteristikou najma organickych latok. Ukazalo sa. ic doposiar 
neboli najdene dve latky, ktore by mali do vsetk}tch podrobnosti rovnake spektra . Z tychto dovodov sa 
metOda vyuziva najviac na identifikaciu latok, poskytuje vsak i dobre infonnacie 0 struktUre a gcomctrii 
sledovanych zlucenin. Na hantitativne ucely sa moze vyuzit' len roztokova spektrometria, vyuziva sa 
vsak len v}tnimocne. 

lnfracervene spektrum sa rozdel'uje na tri oblasti: blizka od 4 000 do 12 000 cm-1
, stredna od 400 do 

4000 em- \ d'aleka od 10 do 400 cm-1
• 

V analytickej chemii sa vyuiivaju najma vibracne, resp . vibracno-rotacne spcktra, ktor}tch illladne ­
- dovolene prechody patria do strednej oblasti a vyssie hannonicke do oblasti blizkej infracervenej . 
Daleka infracervenc\ oblast' sa vyuziva menej pre pomeme vel'ku instrumentalnu narocnost'. 

Absorpcia fotonu z infracervenej oblasti spektra molekulou sposobuje prcchod molekuly na vyssiu 
vibracnu hladinu . Atomy viaz.:we v molekulach chemickymi vazbami sa nachadzaju v ustavicnom pohy­
be. Tento pohyb si momo zjednoduscne predstavit' pre jednoduchu dvojatomovtt molekulu ako hanno­
nicke vibracie dvoch gul'ocok spojenych pruzinou. Hmotnost' kaidej gul'ocky reprezentuje hmotnost' 
at6mu m~, resp . m2, tuhost' pruziny predstavuje silovt1 kon§tantu vazby k. Tento model sa naz)'va 
lineamy hannonick)t oscilator. Pre vlnopocet vibracie takehoto ham10nickeho oscilatora vypl}tva 

kde 1-1 je redukovam1 hmotnost' vibrujucich at6mov urcem:l ako hannonicky priemer obidvoch hmotnosti 
(m 1m2)/(m1 + m2) . Vlnopoeet vazby rastie so vzrastajucou silou vazby a klesa so zvacsujucou sa hmot­
nost'ou atomov. To znamena, ze cim je vazba silnejsia a hmotnost' atomov mensia, t)rm. viae je oblast' 
v)'skytu absorpcnych pasov posunuta k vyssim vlnopoetom, na vyvolanie vibracie je potrebmi vacsia 
energia. Kvantova mechanika vsak urcuje, ze energia vibracncho pohybu molekuly Ev sa nemoze menit' 
kontinualne, ale je urcena vzt'ahom 

E = hv (v+!) v 0 2 

kde vibracne hantove cislo v maze nadobudat' iba celociselnc hodnoty 0, I, 2, ... Absorbuje sa han­
tum, ktoreho energia sa rovna rozdielu energii vibracnych hladin 

Pritom molekula prejde napr. zo zakladnej vibraenej hladiny v = 0 do vzbudenej vibracnej hladiny v = 1. 
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Aj v polyat6movej molekule at6my vykomivaju vibracny pohyb, navyse sa moZe menit' aj uhol vazieb 
medzi at6mami. Roznym druhom chemickej vazby v molekule prisluchaju rozne hodnoty silov)'ch 
konst{mt aj redukovanych hmotnosti, absorpcia infraecrvcneho ziarenia· nast:ava v sirokom rozsahu 
frekvencii (vlnopoctov). Poeet z3kladnych druhov vibracii je dany poctom stupiiov vol'nosti, ktory je 
ureeny ako trojmisobok poctu at6mov n (kaidy atom ma tri stupne vol'nosti). V n-at6movej nelinearnej 
molekule je 3n - 6, lineama molekula rna 3n - 5 zakladnych vibracii. Napriklad trojat6mova nelineama 
molekula H20 ma tri typy vibracii, trojat6mova lineama molckula C02 4 typy . 

Zakladne druhy vibracii sa zasadne rozdcl'ujtt na valencne oznacovane v a d~forn1acr.e 0. 

Valencne vibracie su spojene s predlzovanim a skracovanim vazby. Dvojat6move skupiny napr. 0 - H 
majt• jednu valencnu vibraciu, viacat6movc skupiny maju symetricku valencntt vibraciu v,. a asymct­
ricku valencnu vibraciu Vas (obr. 16). 

Deformacne vibracie suvisia so zmcnou uhla mcdzi vazbami. Rozdel'uju sa na rovinne a mimo­
rovinne (obr. 16). 

Xx 
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Obr. 16 . .Z'ikladnc dnthy vibracie CH2 skupiny Valen~nc vibracie v: 
a - symetricka vs. b - asymctricka v ... Rovinne defonnacne vibracie 
8: c- no:Znickova (scissoring), d - kyvadlova (rocking); mimorovinne 
dcformacne vibr.:icic: e - vejarova (waging), f - torzna (twisting). 

Skeletove a kruhove vibracie su vibnicie, ktorych sa ziteasti1uju cclc ret'azce v uhlikovom skelete, 
alebo viae va.zieb v cyklick)rch zlt'tecninach. Prikladom su skeletove vibn1cie skupin - CH(CH3)2. 
=C(CH3h, - C(CH3h alebo kruhove vibracie furanoveho, pyroloveho, pyridinovcho kruhu a i. 

2.3.2. lnterpretacia infracervenych spektier 

lnfraeervene spcktrum znazomuje zavislost' absorbancie A alebo priepustnosti T od vlnopoctu v 
alebo vlnovej dlZky A.. 

Pre sprcivnu interpretaciu TC spcktier trcba dodriiavat' niektore zakladne poziadavky: 

a) Spektntm musi vykazovat' primcranu intcnzitu pasov a polohy absorpcnych pasov - maxim, musia 
byt' urcene s dostatocnou presnost'ou. 

b) Musi to byt' spektrum chcmicky cistej h\tky. 

c) Pristroj, na ktorom bolo spektrum merane, musi byt' vopred kalibrovany na vhodny standard (napr. 
polystyren). 

d) Pri interpretacii je potrebne brat' do uvahy aj met6du pripravy vzorky. 
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Mcranie IC spektier sa moze uskutoenit' v zavislosti od skupenstva latky v zasade t)'mito sposobmi: 

a) Meranie v plynnom skupcnstve (parcich). Tato technika poskytuje najobjektivncjsi obraz o vzorke. 

no momo ju pouzit' len obmedzenc. 

b) Meranie v kvapalnom skupenstve a v roztokoch sa pouziva najcastejsie. Latka sa rozpusti vo 
vhodnom rozpust'adle a nalcjc do memej kyvety, do porovnavacej sa naleje rozpust'adlo. Ak sa meria 
priamo kvapalina, do cesty porovmivacieho luea sa da len okienko z prislusneho matcri:ilu . 

c) Meranie KBr technikou v tuhom skupenstve. Technika sa uplatiiuje pri organickych latkach, ktore 
nie su rozpustne v bcinych rozpust'adlach pouzivanych v IC spektroskopii . Postupujc sa tak, ze male 
mnoistvo latky (1 - 5 mg) sa vo vibracnom mlyneeku zhomogenizuje s 300 az I 000 mg KBr a cele 
mnozstvo alebo len jeho east' sa zlisuje v hydraulickom lise do priehradnej tablctky. l-1ora sa v special­
nom drZiaku vldada do memeho luea a registrujc sa spektrum oproti blanku, ktor)! tvori tabletka z cis­

teho KBr alebo sa pouzije clonka. 

d) Meranie spektier cmulzie latky s vhodn)rrn emulgatorom (napr. parafinov)'ln ol~jom - nujolom). 
V tom to pripadc sa male mnoistvo l<itky (3 - I 0 mg) rozotric tycinkou v achatovcj miskc s I - 2 
kvapkami nujolu na hustU cmulziu, ktorci sa nanesie tycinkou na NaCI, resp . KBr okicnko rozoberatel'­
ncj kyvety a pritlaci okicnkom z toho isteho materialu. Ako blank sa pouzijc okil!nko z rovnakeho 
materialu alebo clonka . 

Pri interprctacii IC spckticr urcujemc polohu absorpcncho pasu v jeho maximc, ktora sa vyjadrujc 
v jednotkach vlnopoetu alebo vlnovej diZky. Poloha absorpcncho pasu zavisi jednak od povahy jednot­
liv)'ch vazieb, ako aj od ich tzv. okolia. Napriek tomu vacsina vazieb v molckulc ma charakteristicke 
vlnopocty, co sa vyuziva pri ureovani struktury latok. 

Zatial' co vlnopo~et absorpcneho pasu zavisi predovsctkym od , mechanickych" vlastnosti vazby, in­
tenzita pcisu je rruerou pravdepodobnosti prechodu medzi prislusn}'Il'li vibracn)rrni stavmi a zavisi od 
zrneny dip61oveho momentu pri vibracii. lntenzita pasu sa pri interpretacii IC spektra charakterizuje ako 
pas silny (s), stredny (str), slaby (sl). V tomto pripade sa za z.iklad berie najintcnzivncjsi pas na spek­
tre a intenzity ostatnych sa urcuju relativne k tomuto pasu. lntenzita absorpcic sa V)jadruje objektivncj­
sie ako integrovana absorpcna intcnzita, ktora vyjadruje plochu absorpcneho pasu . Vcl'kost' absorpcie 
ziarenia moZ:no vyjadrit' aj Lambertov)rrn-Beerov)rrn zakonom (molov)' absorpcny kocficient). 

Najcenncjsie informacie poskytuju spektra v rozsahu vlnopoctov strednej infracervencj oblasti v roz­
mcdzi 4 000- 400 cm-1

, ktora sa v praxi aj najviac pouziva. Tato oblast' sa d'alcj deli. Oblast' 3 800 -
- l 300 cm-1 oznacujeme ako oblast' charakteristickych frekvencii. Za charaktcristicky infracerven)r 
pas urcitej funkcnej skupiny oznacujeme tak)', ktorej vlnopoeet rna pribliine vidy rovnaktl hodnotu bez 
ohl'adu na jej okolie. Da sa povedaf, ie v tejto oblasti nachcidzame pri vyssich vlnopoetoch absorpcnc 
pasy. ktore zodpovedaju valen~nym vibraciam. V oblasti od 1600 cm-1 sa objavuju uz pasy deformac­
nych vibracii. V oblasti vlnopoetov nillich ako I 300 em_, sa nachadzaju popri pasoch vibracii 
nicktor)rch vazieb aj absorpcne pasy vacsich systemov (napr. uhl'ovodikoveho rct'azca). Vzhrad tejto 
easti spektra je charakteristicky pre jedinu latku, a prcto tato oblast' skeletarnych vibracii by-va ozna­
covana ako oblast' t,odtlacku pale a" . 

Pri interpretacii IC spckticr a naslednej identifikacii latky mozcme postupovat' viaecr)!mi sposobmi: 

a) Pre interpretaciu IC spcktier maju vel'ky v)'znam katal6gy obsiahlych zbierok IC spekticr latok 
(standardov). Na kartach tychto kata16gov su vedra spcktra prislusncj llitky aj udaje o jej fyzikalnych 

konstantach, podmicnkach registrcicie a literamy odkaz na povodnu publikaciu. Expcrimcntalne namera­
ne spektrwn latky sa porovnava so spektrom jej standardu, ktore je uvedene v katal6gu. Najnovsie 
porovnanie experimentalneho spektra so standardn)rrn sa rcalizuje pomocou pocitaea, ktor)' je prepojeny 
priamo na JC spektrofotomctcr. Po zmerani experimcntalncho spektra je poeitac schopny v priebehu 
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niekol'kyeh sekUnd zo standardnyeh spektier ulozenych v jcho pamati vybrat' totoine spektrum s experi­
mentalnym a potvrdit' t)im identitu slcdovancj latky. 

b) Pri d'alsom sp&sobe sa porovmiva experimentalnc namerane IC spektrum vzorky a jej standardu. 
Tento sposob vyZaduje mat' k dispozicii overen)i standard latky, ktorej totoznost' cheeme potvrdit'. 
Totornost' latky sa povaZuje za potvrdcn(a, ak experimentalne namerane IC spektrum vzorky a jej overe­
n<~ho standardu su po kvalitativnej strcinke zhodne. Tento sposob identifikacic prcdpisujc slovensky, ako 
aj eur6psky liekopis vo svojich climkoch pre skusky na totoznost' znacneho pocru licciv. 

c) Najmirocnejsi sposob interpretacie IC spektra jc v tom pripade, ak ide o novosyntctizovanu latku, 
rcsp. latku, ktorej spektrum standardu nemitmc k dispozicii. V tomto pripade vsak musimc mat' k dispo­
zieii nicktorc zakladne informacie o latke (molekulovl! hmotnost', sumamy vzorec. teplotu topenia 
a pod.). Zisten}'m vlnopoctom prirad'ujeme potom jcdnotlivc struktume prvky studovanej latky (funkcne 
skupiny, casti uhl'ovodikoveho skeletu atd'.). Na tieto uccly mim slitzia tabul'ky, ktore zahrnuju udaje 
vlnopoctov charakteristiek)ieh vibraeii vazicb, ktore sa vyskytuju pri organiekyeh latkach. Pri ieh pouzi­
ti treba vsak pripomenut', ze na polohu absorpcncho pasu ma vplyv predovsetk)rm okolie tejto vazby 
a eely rad d'alsich faktorov. Z tohto dovodu je potrebne vlnopoety alebo intervaly vlnopoctov povazovaf 
za priblirne a nie univerzalne pre ktorukol'vek zlueeninu. 

Nasy-tene uhl'ovodiky. Na spektnich nas}'tcnych uhl'ovodikov motno ocakavat' valencne a deformac­
ne vibracie vazicb C- H a C- C. Valencnc vibraeic vazieb C- C su slabe a objavujt'1 sa v sirokej oblasti 
vlnopoetov l 200 - 800 em- ', defonnacnc vibraeie vazieb C-C v oblasti vlnopoctov mensieh ako 500 
em-1

• Pri interprctacii spektier su ovel'a vyznamnejsie valencne a deformacne vibraeie vazieb C- H. 
Metylenove skupiny nas}'ten}·ch uhl'ovodikov sa prejavuju asymetriekou a symetrickou vibniciou vazicb 
C- H v oblastr 2 926 cm-1

• V pripade roznyeh uhl'ovodikov poloha tychto pasov sa ncmeni viae nez 
v rozmedzi ± I 0 cm-1

• 

Deformacna vibracia vazby C- H mctylenovcj sku piny ma takmer kon5tantnu polohu pri I 465 em 1
. 

Menej v)'znamne su pasy d'alsieh deforrnacnych vibracii vyskytujucich sa v oblasti 1250 - I 150 cm-1
• 

Metylenova skupina nas}'tenyeh uhl'ovodikov vykazuje dva pasy valencnyeh vibraeii. Pas asymetrie­
kej vibracie pri 2 960 cm-1 a symetriekej valencnej vibracic pri 2 870 cm-1

. 

Pritomnost' dvojitej vazby v blizkosti CHr alebo - CHr skupiny sposobuje posun maxima absorpc­
neho pasu k niHim vlnopoetom a spravidla aj jeho rozstiepenie. 

Nenasytene uhl'ovodiky. Na idcntifikaciu t)rehto zhieenin su dolezite pasy vibracii vazieb C- H a C- C. 
Pas valencnej vibracie vazby C- H sa objavuje v oblasti vyssej ako 3000 em-1

• Vyskyt pasu v oblasti 
3 I 00- 3 000 em-1 moze znamenat' pritomnost' nielen nenas}'tenych uhl'ovodikov, ale aj heteroaromatie­
k)ieh a aromatiek)ich uhl'ovodikov. Valencna vibraeia C=C nekonjugovanyeh nenas}'tanych uhl'ovodi­
kov sa prejavuje pasom v oblasti I 660 - 1 640 cm-1

• Konjugovane nesymetricke systemy dvojitych 
vazieb (I ,3-pentadien) sa prejavuju dvoma pasmi v oblasti I 650 em-1 a I 600 em-1

• SY,mctricke mole­
kuly ( l ,3-butadien) vykazuju len jeden pas v oblasti l 600 em_,. 

Aromaticke uhl,ovodiky. Aromaticky charakter zlttceniny mozno na IC spektre poznat' pod.J'a pasov 
valencnej vibracie vazby C-H v oblasti 3 I 00 - 3 000 em 1

, ktore boli ui spominane v suvislosti s nena­
s}'tenymi uhJ'ovodikmi a d'alej podl'a pasov v oblasti 1600- 1480 cm-1

, ktorc su typicke pre valencne 
vibracie benzenoveho kruhu. Diagnosticky v)tznamne su pasy v oblasti 900 - 675 cm-1

, ktore zodpove­
daju mimorovinn)!m deforrnacnym vibniciam vazieb C- H. Poloha t)rchto pasov sa meni najma podl'a 
sposobu substirueie benzenoveho jadra, co sa vyuziva na urccnie polohy substituenta. Treba zdoraznit', 
ze ureenie typu substiuicie t)rrnto sposobom je najv)thodnejsie v pripadc, ak substituentmi si1 alkyly ale­
bo halogeny. Substirueia elektronegativnymi skupinami (napr. nitroskupinou) sposobuje posun maxim 
cychto pasov k vyssim vlnopoetom az 0 30 cm-1 

. 
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Alkoholy a fenoly. Na spektrach t)icbto latok nachadzamc charakteristicke pasy valencnych a defor­
macnych vibracii vazieb 0 - H a valcncnych vibracii vazicb C- 0 . Pre ticto latky je eharakteristicka 
tcndencia vytvarat' vodikove vazby, eo ryrazne ovplyvi1ujc polohy maxim tyehto pasov. Valencna 
vibracia 0 - H vol'nej hydroxylovej sku piny vykazujc ostry pas v oblasti 3 700 - 3 500 em-1. Jeho vjskyt 
mozno ocakavat' vsak len pri merani v plynnom stave alcbo pri merani vel'mi zricdcnych roztokov Iatky 
v nepolamom rozpi1st'adle. Zvysovanim konccntnicic latky sa vytvaraju podmicnky na vznik intcrmole­
kulamej vodikovej vazby, co sana spektre prcjavi znacnc sirok)'m pasom v oblasti 3 500 - 3 200 em-1 

lntcnzita tohto pasu narasta na ukor pasu vorncJ skupiny - OH so zvysujucou sa koncentniciou. 
Naopak, zriedenim dochadza k rozpadu t)'ClHo vazieb. T)·mto sposobom moi.no spcktralnc rozlisit' tento 
sposob asoeiaeie od intermolckulovjeh vodikov)reh vazieb, ktore nie je moine zmcnou koncentraeie 
ovplyviiovat'. Treba pripomenUt', ze absorpciu v uvedenej oblasti maze popri alkohole a lebo fcnole 
sposobit' aj voda pritomna vo vzorke napr. ako vlhkosf. Absorpcne pasy, k'tore zodpovedajti ostatn)'m 
vibraeiam vazieb C-0 alcbo 0-H, s\1 nizkej intenzity. ich poloha sa meni v sirokcj oblasti vlnopoetov, 
a preto su z hl'adiska identifikacic malo vjznamne. 

Aldehydy a ketony. Patria spoloenc s karboxylov)'mi kyselinami a ich dcrivatmi do skupiny zlucenin. 
ktore maju vo svojej molckulc karbonylovti skupinu . Valencna vibracia tejto skupiny sa na spektre 
prcjavuje vcl'mi intcnzivnym, l'ahko zistitel'n)rm pasom, ktoreho poloha je pomeme stala. Pri alifatie­
k)tch kct6noch sa nachadza v oblasti I 725 - 1 705 em-•. Existuje eel)• rad faktorov (skupcnstvo, vplyv 
substitucnta), ktory sposobujc posun tohto pasu k vyssim aj nizsim vlnopoetom. Alifatickc aldchyd) 
absorbuju v oblasti pri vyssieh vlnopoetoch v rozmcdzi I 740 - I 720 em-•. Pritomnosf dvojit)·ch vazieb 

v blizkosti tejto skupiny sposobuje posun k nizsim vlnopoetom. Aromatickc aldchydy vykazuju pas 
vibn\cie vazby C=O v oblasti 1715 - 1695 em-•. 

Karboxylove kyseliny. V kvapalnom a tuhom skupcnstvc cxistuju karboxylovc kyscliny len vo forme 
dimeru v doslcdku silnej tendencie karboxylovej funkcncj skupiny vytvarat' vodikovc vazby. Tato funkc­
na skupina obsahujc vazby C=O a 0-H. Valencna vibracia 0-H viazam1 vodikovou vazbou sposobuje 
vcl'mi intenzivnu absorpciu v oblasti 3 300- 2 500 em 1

• V tcjto oblasti sa vyskytujc obvyklc sirok)t pas 
s maximom okolo 3 000 em-• a niekoll<o pasov mcnscj intcnzity v oblasti 2 700 - 2 500 em-•. Pas va­
lencnej vibracie vazby C=O dimcrov nas)rtenych alifatickych kyselin sa naehadza v oblasti I 720 - I 700 
cm-1

• Okolie tejto vazby mil znacny vplyv na polohu pasov. Dvojite vazby v blizkosti karboxylu znizujti 
vlnopocet pasov, substitueia elektronegativnym substitucntom (a-halogenkyseliny) sposobuje posun 
k vyssim vlnopoetom. Znacne znizcnie vlnopoetu sposobuje vznik intermolckulamcj vodikovej vazby, 
napr. pas v(C=O) kyseliny salieylovej je pri 1665 em-•. Karboxylova funkcmi skupina vykazuje este 

valencne vibracie C-0 a deformacne vibracie C-0-H. Ticto spriaJmute vibracie sa na spektrc prejavuju 
pasmi v oblasti 1440 - I 390 em-', resp. 1320- 1280 cm-1. DaJsi cha.rakteristicky pas v oblasti 930 em-• 
zodpoveda rnimorovinovej defomtaenej vibracii vazboveho uhlu v skupinc - C- 0 - H. Karboxylova sku­
pina v ionizovanej fom1e vykazujc dva nove pasy, intenz.ivny pas asymetrickej valcncncj vibraeie v ob­
lasti 1650- 1550 em-• a mcncj intenzivny pas syrnetrickej valenenej vibracie v oblasti I 420 - 1 350 em-', 
ktore su pripisovane vibraciam dvoch rovnocennych vazieb C- 0 v skupine -COO- . 

Estery. Estery vykazujti dva charakteristicke pasy zodpovedajuce valencn)'m vibn\eiam vazieb C==O 
a C-0. Z obidvoch je diagnosticky ryznamnejsi pas valcncncj vibracie vazby C=O, ktory sa objavuje 
pri vyssich vlnopoetoch ako pri normalnyeh ket6noch. Pri nas)'tenyeh alifatickych csteroch IC.Zi v oblasti 

I 750- l 735 em- •. Pri a-, P.nenasyrenych esteroch a arylcsteroch je tento pas posunucy do oblasti 1 730 -
- 1710 em-•, substirueia esteru v a polobe halogenom sposobuje naopak posun do vyssich vlnopoetov. 

Amidy. Pre amidy su charakteristicke absorpcne pasy vibraeii vazieb C=O a N- H. Pasy sa easto 
oznacuju rimskymi cislicanti. Primame arnidy (s rynimkou acctamidu, ktory absorbuje pri I 694 cm- 1

) 

vykazuju pas valencnej vibracie C=O (amid I) pri 1650 cm-1 pri merani v tuhom skupcnstvc, v roztoku 
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pri 1690 cm-1
• Sekundame amidy absorbuju okolo I 640 cm-1

, pricom poloha pasu opat' zavisi od sku­
penstva. Pri terciamych amidoch sa t~n isty pas nachadza v oblasti I 690 - I 630 cm-1 a nie jc od 
skupenstva zavisly. Z hl'adiska identifikacie amidov su dolezite aj pasy defom1acnych vibracii N- H 
(amid II). Pri primamych amidoch je tento pas uzky, menej intenzivny ako pas valcncnej vibnicie C=O 
a objavuje sa obycajne ako dvojica pasov v oblasti J 655 - 1620 cm-1 pri tuhych vzorkach. Sekundame 
amidy v tuhom skupenstve vykazuju tento pas v oblasti I 750 - 1525 cm-1

• Vlnopocet cychto pasov pri 
vzorkach v kvapalnom skupenstve je nizsi. Pasy sa pripisuju vibniciam N- H a valencnej C- N v sku pine 
C-N-H. Dalsi, menej intenzivny pas, ktor)r zodpoveda interakcii cych iscych vibnicii, lezi v oblasti 
1250 cm-1 a oznacuje sa ako pas amidu III . 

Aminokyseliny. Aminokyseliny mofu v neutralnom prostredi existovat' vo forme bez naboja, obycaj­
ne ako NH3~CH(R)Coo·, v kyslom prostredi mozu tvorit' kationy NH/ CH(R)COOH, v alkalickom 
aniony NH2CH(R)Coo-. Pri identifikacii aminokyselin momo na spektrach ocakavat' absorpcne pasy 
vibracie skupin COOH. coo-, NH2, NH3+. Absorpcny pas valencnej vibracie skupiny NH3' tvorl v do­
sledku silnych vodikorych vazieb S karboxyiOVOU skupil10U d'alsej molekuly siroku oblast' absorpcie 
v rozmedzi 3 200 - 2 400 cm-1

• NH3' skupina vykazuje este aj d'alsie pasy. Diagnosticky je v)rznamn)' 
napr. kombinacny pas v oblasti 2 200 - 2 000 cm-1 pre asymetrickU vibraciu a v oblasti I 550 - 1 480 
cm-1 pre symetricku vibraciu. Pasy asymetrickej a symetrickej valencncj vibnicie skupiny -coo- sa 
nachadzaju v oblasti 1630- I 570 cm-1 a v oblasti 1430 - I 380 cm-1

. 

Aminy. IC spektra aminov su charakterizovane hlavne vibraciami aminoskupin. Primamc aminy 
vykazuju v oblasti 3 500 - 3 150 cm-1 dva pasy rozdielnej intenzity, ktore pripisujeme asymetrickcj 
a symetrickej valencncj vibracii vazby N- H. Sekundamc aminy maju v tejto oblasti len jcdcn pas, 
terciame v tejto oblasti absorpciu nevykazuju. Deformacnc vibnicie vazieb N-H sa pri primamych 
aminoch objavuju v oblasti l 650 - 1 560 em· 1• Tcnto pas strednej intcnzity sa post1va vplyvom vodiko~ 
v)tch vazieb k vyssim vlnopoctom. Este slabsi jc tento absorpcny pas v pripadc sekundamych aminov. 
Aromatickc aminy pas deformacnej vibracie N-H vykazuju v oblasti l 515 cm-1

• Pasy valencnej 
vibracie vazby C- N v oblasti I 360 - 1200 em 1 sti pre identifikaciu aminov malo v)'znamne. 

Dokumentacia IC spektier. Na ucely praktickych cviceni uvadzame niektore vlnopoety zakladn)'ch 
vibracii vazieb, ktore sa najcastcjsie vyskytuju pri organickych latkach v tab. 1. 
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Tab. I 

Charakteristicke vibracie niektorych vii.zieb 

Skupina Druh vibnicie v (cm-1) lntenz. Pozmimka 

Nas)ttene alifatickc uhl'ovodiky 

C- H Yas(CH3) 2960 ± 10 s R- CHl 
Ys(CHJ) 2872 ± 10 s R- CH, 
v..._. 2926 ± 10 s R- CI (z- R 
Ys (CH2) 2853 ± 10 s R- CHz-R 

R- CH3 o(CH3) 1475 - 1450 str 
o(CH3) 1383 - 1377 str 

R- CH2-R o (CH2) 1480 - 1450 str 
o(CH2) 1250 str 
v(CH~) 2955 - 2922 s 

- CHr CO- v (CH2) 3000 - 2900 str, sl 
CHr CO- o(CH2) 1445 - 1405 str, sl 

Nenas}'tene a lifatickc uhl'ovodiky 

=CH- v(CH) 3020 :l 30 str olcfiny 
::CH v (CH) 3300 :l 30 str, sl acetylcny 
R- CH2=CH2 v (CC) 1648 - 1638 str 
H2C=CH- CH=CH2 v(C=C) 1650 s konj . systemy 

1600 str 

Aromaticke zluccniny 

=CH- v(CH) 3050 ± 50 str, sl multiplet 
- C=C- v(CC) 1630 - 1600 vibr. arom. kruhu 

1590 - 1570 vibr arom. kruhu 
1520 - 1460 vibr. arom. kruhu 
1460 - 1400 vibr. arom. kruhu 

C- H o (CH) v rovine 11 77 :l6 monosubst. 
1156 ± 5 monosubst. 
1073 ± 4 monosubst. 
1027 ± 3 monosubst. 
1269 ± 17 I ,2-<ilsubst. 
1160 ± 4 I ,2-disubst. 
1125 ± 14 1.2-disubst. 
1033 ± ll 1 ,2-disubst. 
1278 ± 12 J ,3-disubst. 
11 57 ± 5 I ,3 -disubst. 
1096 ± 7 I ,3-disubst. 
1076 ± 7 I ,3 -disubst. 
1258 ± I I I ,4-disubst. 
1175 ± 6 I ,4-disubst. 
1117 ± 7 1,4-disubst. 
1013 ± 5 I ,4-disubst. 

C- H o (CH) mimo rov. 751 ± 15 s monosubst. 
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Pokraeovanie tab. I 

Skupina Druh vibracie v (cm-1
) lntenz. Poznamka 

C- H o(CH) mimo rov. 697 ± II s monosubst. 
751 ± 7 s 1 ,2-disubst. 

• 900 - 860 str 1 ,3-disubst. 
782 ± 10 s I ,3-disubst. 
725 - 680 str 1,3-disubst. 
817 ± 15 s 1,4-disubst 

Alkoholy a fcnoly 

0 - H v(OH) vol. 3670 - 36 10 s - str alkohol 
0 - H v(OH) vol. 3617 - 3593 s - str fenol 
0 - H v(OH) viaz. 3550 - 3450 s - str dimcr 
0 - H v(OH) viaz. 3400 - 3230 s - str, s polymer 
0 - H ... v(OH) viaz. 3600 - 3450 s - str vodik. vazba 
0 - H v(OH) viaz. 3200 - 1700 str- s intramol. vazba 
C- 0-H v(C- 0) 1075 - 1000 s R- CH2-0H 

v(CO) 1125 - 1030 s R2CH- OH 
v(CO) 1170 - 11 00 s R3C- OH 

Aldehydy a ket6ny 
I 

Vas (CH) 2880 - 2650 str- sl H- C=O • 
CHr CO- o (CH3) 1440 - 1405 str 
- CH2- CO- o (CH2) 1435 - 1405 str 
R- CH=O v(CO) 1740 - 1720 s • 
Ar- CH::oO v(CO) 1715 - 1685 s 
R- CO-R v(CO) 1725 - 1705 s 
=CH-CO-R v(CO) 1700 - 1670 s 
Ar- CO-Ar vJCQ) 1680 - 1640 s 

Karboxylovc kyscliny a ich dcrivaty 

0-H v(OH) vol'. 3350 - 3500 str 
0 - H v(OH) viaz. 3300 - 2500 s nickol'ko 
0 - H +C- 0 v (CO) + o (OH) 1440 - 1395 sl 

1320 - 1210 s 
0-H v(OH) 955 - 810 str- s 
C=O v(C=O) 1730 - 1680 s dimcr 
C=O v(C=O) 1780 - 171 0 s est cry 
0 - C-0 "'"'(COO- ) 1610 - 1550 s soli 
0 -C-0 Vs (COO- ) 1420 - 1350 str soli 
C=O v(CO) 1690 - 1630 s amid I. 
N-H o(NH) 1650 - 1515 str amid II . 

Aminy a aminokyseliny 

N- H Vos, Vs {NH2) 3400 - 3320 str prim. aminy alifat. 
3330 - 3150 str prim. aminy alifat. 

N- H Vas (NH2) 3520 - 3390 str prim. aminy arom. 
N-H 3420 - 3300 str print. aminy arom. 
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Pokraeovanie tab . I 

Skupina Druh vibnicie v (cm-1
) lntenz. Pozmimka 

N- H v(NH) 3350- 33 10 str sek. aminy 
N-H Vas, Vs {NH3 "") 3125 - 3000 s, s aminokyseliny 
N- H Vas, Vs {NH2 ') , 2700 - 2500 str - s aminokyseliny 

v(NW) 
N- H v{NH2) viaz 3200 - 3050 str amidy prim. 
N- H v(NH) viaz. 3330 - 3070 str - sl amidy sek. 
H- N- H o(NH2) 1640 - 1560 s - str ammy pnm. 
- NH- o(NH) 1580- 1490 st aminy sek. 
- NH3+_ o(NH3 .. ) 1660 - 1575 s aminokyselmy 

1550- 1480 s aminokyseliny 
- NH2+_ o(NH/ ) 1600 - 1575 str aminokyselin)' 

Pouzite skratky: R = alkyl, Ar = aryl, str = stredn}', s = silny, sl = slaby, s = siroky 

U I o h a 1 8 . ldentifikacia organickej latky na zaklade interpretacie jej IC spektra 

Uloha pozostava z kalibracie pristroja na polystyrenovi1 f61iu (hodnoty vlnopoetov v cm-1
: 3027, 

2850, 1944, 1801, 1601 , 1583, 1154 1028 a 906}, z upravy vzorky (resp. jej overeneho sta.ndardu) do 
fonny KBr tabliet a zmcrania jcj spektra na lC spcktrofotomctri, ktory pripravime na meranie podl'a 
navodu na obsluhu . Opticka schema dvoj lueoveho infraccrveneho spcktrofotometraje na obr. 17. 

Navod na pripravu KBr tabliet. Na tcchnickych vahach navazime do 25 ml kadicky asi 400 mg KBr 
cistoty pre IC spektroskopiu. K tomuto navaZku potom na analytick)'ch vahach navazimc asi I ,5 - 2 mg 
vzorky (resp. jej standardu). Zmes zhomogenizujeme a zlisujeme do tablety podl'a navodu, ktor}' je 
prilozen)' pri rucnom hydraulickom lise (Perkin-Elmer). 
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ldentifikaciu organickej latky urobime pomocou interpretacie IC spektier v zasade dvojak)im sposo­
bom podl'a toho, ci marne k djspozicii overeny standard studovanej latky [postup a)]. alebo standard 
k dispozicii nemamc fpostup b)]: 

a) Na zaklade porovnania nameranych spcktier vzorky a standardu rozhodneme o totoznosti neznamej 
vzorky. IC spektrum vzorky musi byt' po kvalitativnej strankc zhod.ne so spektrom jej overeneho stan­
dardu . Z absorpcneho spektra vzorky urcime vlnopocty maxim vybranych absorpcnych pasov, zoradime 
ich do tabul'ky a pomocou tab. I priradime ich k jcdnotliv)1n druhom charakteristiclcych vibnicii. 

b) Urcime vlnopocty absorpcnych pasov vzorky, charaktcrizovanej sumamym vzorcom, pripadne d'al­
simi fyzikalnymi konstantami. Absorpcne pasy podl'a ich vlnopoctov priradimc pomocou tab. I 
k jednotliv)'m dnthom charakteristickych vibracii a identifikujcme nezmimu latku. Udaje vtnopoctov 
charakteristickych vibnicii usporiadame do tabul'ky. 

2.4. A TOMOV A ABSORPCNA SPEKTROMETRIA 

2.4.1. Princip metody 

At6mova absorpcna spcktrometria (AAS) je zalozcna na platnosti Kirchhoffovho zakona. podl'a kto­
reho at6my kazdeho prvku absorbuju ziarenic tej vlnovej dizky, k'tOre sami v excitovanom stave cmituju 
Ziarenie tejto vlnovej diZ.ky sa oznacuje ako rezonancna (analyticka) ciara. 

Principom met6dy je meranie ubytku ziarenia, ktory je sposobeny absorpciou vol'nymi ncvzbuden),mi 
at6mamj stanovovaneho prvku a je umemy jeho konccntnicii . Pre absorpciu rezonancnej Ciary vol'nymi 
at6mami platia tie iste kvantitativne zakonjtosti ako pre spektrofotometriu v ultrafialovej alcbo vidjter­
nej oblasti, t. j. Lambertov-Beerov zcikon (pozri kapitolu 2. 1. 1) . Zcikladna blokova schema pristroja pre 
at6movu absorpcnu spektrometriu je znazomeoa na obr. 18. 

Plamen ~ 

~--~:h: __ s_i!J __ _ 
\~Tlakovy j y vzduch 

Horfavy Z 
plyn 

Obr. 18. Blokova schema at6moveho absorpcneho spektrofotometra 
NZ - napajaci zdroj, K - V)fbojka s dutou kat6dou, P - preru§ovac, 
H - horak, v - v:z.orka, S - ~trbina, M - monochromator, D - detektor 
ziarenia, z - zosilnovac, MZ - meracie zariadcnie, R - registracne 
zariadenie 

Zdroj ziarenia. Zdroje monochromatickeho ziarenia musia spinal' pomemc mirocne poz.iadavky : 
musia vyiarovat' ziarerue dostatoenej intenzity, dokonalej stabi(jty, pricom rezonancna ciara rna byt' co 
najuzsia, bez d'alsich ciar a pozadia (najeastejsie sa sirka Ciar pohybuje poria~tlvo okolo 0,00 I nm1) . 
Takymto poziadavkam vyhovuju zdroje, ktore vyiaruju at6move spektra pri nizkom tlaku - rybojky 
s dutou kat6dou. Vybojku tvori evakuovana banka naplnena vzacnym plynom, do ktorej sta zatavene 
elektr6dy. Kat6da tvaru valeeka je zhotovena z kovu, na analyzu ktoreho sa pouziva a je umiestnena 
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oproti v)'stupnemu okienku. An6da moie mat' l'ubovol'ny tvar (najeastejsic tvar tyCinky). Ziarenie, ktorc 
vmika excitaciou at6mov kovu, z ktoreho jc zhotovena kat6da, prechadza cez v)'stupne krcmenne okien­
ko do absorpcncho prostredia (plamen), kde je absorbovana at6mami stanovovaneho prvku. 

Absorptne prostredie. Pri plan1e.oov)"ch typoch pristrojov je absorpcnY~n prostredim plan1cn. do 
ktoreho sa vhana vzorka vo fonne jcmneho aeros6lu. Pri teplote plamet1a dochadza k okanliitcmu 
vypareniu rozpust'adla a tepclnej disociacii soli 

MX =M+X 

Na analyzu trcba volit' taktt teplotu, aby dochadzalo k maximalnej disociacii, pricom ale ncdochcidza 
k excitacii at6mov. Vseobecne plati, ie pre prvky s nizkym ionizacnY~n potcncialom sa pouzivaju chlad­
nejsie plamcnc; pre prvky, ktore l'ahko tvoria fazko disociovatel'nc oxidy, sa volia plamene s vyssou 
tcplotou (napr. acetylcn/N20 2955 °C). Horaky su zvacsa strbinove s di:tkou strbiny 5 - 12 em. Na 
tvorbu aeros61u sa najcastejsie pouzivaju pncumaticke rozprasovace s hmlovou komorkou . do ktorej je 
roztok vzorky nasavany cez uzku dyzu prudom plynu. ktor)' sucasnc sluzi ako okyslicovadlo {napr. 
vzduch). Pr\td roztoku naraza v komorke na rozprasovaciu gul'ku, kdc sa triesti na jcmnc kvapocky. 
ktore sa zmie5ane so spal'ovacim plynom vedu do horaka. Vacsie kvapky odtekaju cez hadicu. 

Monochromator. Zo i iarcnia, ktore prc5lo absorpcnY~n prostredim, sa izoluje pomocou monochro­
matora merana analyticka ciara a jej iiariv)' tok sa mcria detektorom. Ako monochromator sa pouziva 
mrieZka alcbo hranol, ktor)' musi byt' umiestncny az za absorpcnym prostredim. Tym sa vyluci vplyv 

ziarcnia plamei\a, pripadne pritomn)rch in)'ch zlozick vzorky. Monochromator musi mat' vysoku rozliso­
vaciu schopnost'. aby sa dala izolovat' rezonancna ciara od ostatn),ch ciar vyzarovanych vybojkou. Ak 
rczonancna ciara lezi vo viditernej oblasti spektra, vklada sa medzi plamen a monochromator filter. 

Detekcia a meranie ziarenia. V at6movej absorpcnej spektroskopii sa ako dctcktory pouzivaju 
vyhradne fotonasobice. Elektricky signal z detektora sa po zosilncni meria vhod.nym meracim zariadc­
nim, ktore je kalibrovane priamo v hod.notach transmitancie (%7) a sucasnc absorbancie A . 

Aj ked' na stanovenie prvkov v at6movej absorpcnej spcktroskopii volime taku teplotu plamei1a, aby 
at6my stanovovaneho prvku boli v zakladnom stave, predsa vzdy mala cast" at6mov je cxcitovanit, to 
znamena, ze emituje ziarenie tej istej vlnovej diZky, ako ma merana rezonancna ciara. Ak by smc teda 
elektrick}1n meracim systemom merali intenzitu celkoveho ziarenia dopadajuccho na detcktor. bola by 
hodnota clektrickeho prudu vyssia o tuto vlastnu emisiu stanovovancho prvku v pla.meni . Preto sa 
v novsich pristrojoch pouzivaj(t modulovanc meracie systemy. lch podstata spoCiva v tom, zc sa modu­
luje Ziarenie svetelncho zdroje bud' prerusovacom, alebo v modemych pristrojoch sa vyuziva elektricka 
modulacia, ktora sa realizuje tak, ze sa v)'bojka s dutou kat6dou napaja pulzujucim pr\tdom (obr. 19). 
Elektrick}' meraci system je potom upraveny tak, zc rcagujc len na stricdaw zloZku signalu z detektora. 
Jednosmcmy signal sposobeny emisiou sa nezosilnuje, ani nemeria . 
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A+ p 
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K- h 

Obr. 19. Vybojka s dutou kat6dou A - an6da. K - kat6da. P - inertny 
plyn, h - 7Jarenic, 0 - v)•stupnc okicnko 
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Registracne zariadenie. K pristroju moze byt' pripojeny zapisovac na graficku registraciu meranych 
udajov alebo zariadenie s digitalnym udajom absorbancie ci priamo koncentracic, doplnene pripadne 
tlaciamou rysledkov . 

Vyhodnotenie merania. At6mova absorpcna spektrometria nie je metoda absolutna, preto sa hodnota 
absorbancic vzorky zrovnava s hodnotami standardov. Vyhodnotenie analyzy sa robi najcastcjsie meto­
dou kalibracncj krivky aJebo met6dou standardneho pridavku. 

Met6da ~tandardneho pridavku je vhodna na analyzu takYch vzorick, ktorc okrcm stanovovaneho 
prvku obsahuju rusivc zlozky, ktore by bolo potrebne urcit' a pridat' do standardov pre zostrojenie kalib­
racnej krivky. Prcdpokladom na pouzitic tejto mct6dy jc, ze kalibracna krivka je lineama a prechadza 
poeiatkom suradnicoveho systemu a rusiacc primesi ovplyviluju stanovovany prvok v celom koncent­
racnom rozsahu rovnako. Potom staci pripravit' jcden roztok vzorky so zm1mym pridavkom stanovo­
vancho prvku a koncentnicia vzorky sa urci v)rpoctom. 

Presncjsie \l)'slcdky sa dosiahnu pri pouziti viacerych pridavkov. Z analyzovanej vzorky sa pripravi 
niekol'ko roztokov so stupaji1cim zna.mym pridavkom prvku a Ysetky sa doplnia na rovnaky objem. 
Zmerana absorbancia sa Yynesie do grafu, kde na osi x su vynescne pridavky prvku. Obsah prvku vo 
vzorke jc urceny usckom, ktory V)'tina prianlka prclozena nameran:Ymi hodnotami A na zapomej casti 
OSI X. 

0 I o b a I 9 . Stanovenie vapnika vedl'a Mg, Fe, resp. Zn 

Princip ulohy. Stanovenie Ca za pritornnosti inych kovoY, pri pouziti klasickych metod vyzadujc 
zvacsa jcho predbeme oddclenic. Naproti tomu stanovenie met6dou AAS je celkom jcdnoduchc a ncvy­
iaduje predbezne delenie. 

Naph1ou ulohy je: 

- zistenie podmienok pre analyzu (pomer oxidovadla a spal'ovancho plynu v plameni, oblasC plamena 
Yhodna pre absorpciu), 

- zistenie vplyvu ostatnych ionov Yo yzorkc na stanoYcnie Ca, 

- stanovenie koncentracneho rozsahu, Y ktorom je krivka zayislosti A = f{c) lineama, 

- stanovenie Ca v neznamej vzorke. 

Ako porovnaYaci (,slep}r'') roztok sa pouziva pri Ysctkych uvedcnych meraniach destilovana voda. 

Pracovny postup. Zriedenim standardneho roztoku Yapcnatej soli s koncentraciou c(Ca2
' ) = 1. 10-3 

moll! si pripravime na meranie l 00 mJ roztoku s konccntraciou 8 mg/1 Ca. Ten to roztok pouzijcmc na: 

a) Zistenie najvhodnej~ieho mnoistva acetylenu v plameni: prietok vzduchu nastavime na 450 1/hod 
a prietok acetylenu zvysujeme po 4 1/hod v intervale prietoku 88 - 112 1/hod. Vysledky absorbancie 
zaznan1enavamc Yo forme tabul'ky. V d'alsej praci pouziYame tak:Y prietok acetylenu, pri ktorom name­
riame maximalnu hodnotu A, pricom sa ale nezvysuje hodnota nan1erana pri porovnaYacom (, slepom") 
roztoku a pi amen je este bez zakalu. 

b) Zistenie optimalnej oblasti plamena. Uvedeny roztok premeriame pri r6znej ryske horaka, ktoru 
menime v rozmedzi hodnot 0 - 20 (diely na pristroji) yzdy po 4 dieloch. Z nameranych hodnot A zostro­
jime graf A = j{diely na pristroji), z ktoreho zistime najvhodnejsiu oblast' plamena, ktoru potom dodrzia­
vame v celej d'alsej pnici. 

c) Zistenie vplyvu Mg, Fe a Zn na stanovenie vapnika. Na tento ueel si pripravime pre ka.Zdy ion 
pritomny vo yzorke vedl'a Ca2

+ dva roztoky a to s rovnakym a desat'nasobne mcnsim molamyn1 
rnnofstvom Yoci Ca2 

... Do 100 ml odn1emych baniek napipetujcme 20 ml 1.10-3 moll! Ca2
\ pricom do 
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prvej pridame 2 ml a do druhej 20 ml 1. 1 o-3 mol/1 roztoku sprievodncho i6nu . Banky doplnime po znac­
ku vodou a zmeriame A. 

d) Overenie linearity kalibracneho (analytickeho) grafu. Pripra,~me seriu roztokov so stupajucou 
koncentn\ciou Ca2

• tak, z.e do ~icstich I 00 ml odmcmych banick odmcriame postupnc 2, 5, I 0, I -, 20. 
a 25 m1 roztoku s konccntraciou Ca1

+ c(Ca2
• ) :;::;: 1.10'1 moll! a doplnlmc po znacku vodou. Namcranc 

hodnoty A vyhodnotime gralicky ako zavislost' A od ppm Ca2
+. 

e) Stanovenie Ca1
+ vo vzorke. Ak vzorka obsahujc okrem Ca2

' i6ny. ktore neznizujti jcho absorban­
ciu, analyzu urobime met6dou kalibracnej krivky. Vzorku zn1eriame priamo. Ak je nan1crana A vyssia 
ako hodnoty v kalibracncj krivkc, musime vzorku na analyzu vhodnc ricdit'. 

Ak je A vzorky prilis nizka, pouzijeme met6du standardncho pridavku s grafick)'lll vyhodnotenim 
v)'sledku. Postupujeme nasledovnc: do styroch 50 ml odmem~•ch banick napipetujemc po 25 ml vzorky, 
pridame do nich postupne 2, 5, l 0 a 15 ml roztoku s c(Ca2+) :;::;: 1.10 3 mol/1 a doplnimc po znacku 
vodou. Namerane hodnoty A vyncsieme do grafu , kdc na os x nanasamc pridavky Ca2

' . Obsah Ca2
"' vo 

vzorkc urcime graficky. 

V)·sledky analyzy udavan1c v mg Ca~~ v 1000 ml vzorky. Do protokolu uvcdicmc v)'slcdky mcrani 
spracovanc v taburkach, ako aj prislusne grafy. 
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3. ELEKTROCHEMICKE METODY 

3.1. POTENCIOMETRlA 

3.1.1. ZakJadne pojmy a aplikacia 
""~I f '"' 1<... I 

Potenciometria vyuzlva ~~ic rovnovaZ1!_9ho potenci~Ju elelgrod na stanovenje~oncentracie analy-
zovaneho i6nu v roztoku. Mozc sa ureovat' priamo aktivita, resp. koncentnicia i6nu, alcbo savyuzfva 
~potenciometricka indikacia bodu ekvivalencic pri titraciach. 

E!£!gr.6du _predstavujc napr. dvojfazov)i system kov/roztok i6nov kovu, v ktorom mOZ,1J. ion ale!?,o 
elektr6ny cias.!_ocne £rechadzat' z jc<E_lej f~y do druhej . v rovnovai.nom stave vznika na fizovom roz­
hrani elektricka dvojvrstva. ktor<Lie podstatou potencialoveho rozdielu, oznacovancho ako roVt]_O~in_y 

elektr6d~tencjal. 

Pre kovovil elcktr6du s revcrzibilnym potencialom, ponorenu do roztoku, ktory obsahujc i6ny kovu, 
~lati zakladny Nemstov vzt'ah 

v ktorom: EM = potencial kovovej clektr6dy; Eu0 = standardny potencial clektr6dy (potencial pri jednot­
kovej aktivite i6nov M r<- v roztoku); R = plynova konstanta: F == Faradayova konstanta: z = mibojove 
Cislo i6nu (pocet vymieiianych elektr6nov pri reakcii M'' + ze- = M): aMZ' = aktivita i6nu M =' v roz­
toku. 

Po vycisleni kon5uint R, F, tcploty a vyjadrcni v dekadickom logaritme rna roV1lica pre teplotu 25 °C 
tvar (E mcrane vo voltoch) 

E E
o 0,0591 1 , 

M = M+-- naMz 
z 

z ktoreho vypl)'va, ze potencial kovovej elektr6dy je logaritmickou funkciou aktivity jej i6nov v roztoku. 
Pri desat'misobnej zmene aktivity i6nu s nabojov)'lll cislom z = I zmeni sa potencial elektr6dy o 59,2 
mY. Pre zriedene roztoky namerana aktivita i6nu sa m6ze stotozrut' s jeho koncentraciou. 

El~~emicky llanok, elektrody, pristr4je. Abso~tna hodnota ·eotencialu elektr6d · e nemera­
tel'na, meria sa relatiV1la hodnota z rozdiclu potencialov dvoch elektr6d o napat1e clektrochemickcho 
clanku, zlozen<!ho z refcrencnej (porovnavacej) elektr6dy s konstantnym potencicilom a z druhej elek­
tr6dy, ktorej potencial sa meria. Tato elektr6da sa naz)'va merna (alebo indikacmi) a voH sa podl'a 
poVa.l\y meranej sustavy taka, aby jej potencial bol funkciou aktivity meraneho i6nu v roztoku. 
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Porovnavacim zakladom je standardrui vodikova elektr6da, ktorej standardny potencial pri vsetkych 
tcplotach sa zvolil ako nulov)'. 

V praxi ako porovnavacie elektrody sa pouzivaji1 elcktr6dy druheho druhu. 

Kalomelova elektr6da (obr. 20a) je najbeznejsia porovm'lvacia elcktroda. Tvori ju ortut', pokryta 
vrstvou kalomelu, v roztoku KCI. V tomto poloclanku Hg!Hg2Cb/KCI je aktivita ionu Hg2

2
• na zakladc 

sucinu rozpustnosti Hg2CI2 konstantna a potencial elcktr6dy zavisi len od konccntnicic Cr ionov v elek­
trolyte, ktor)'m jc elektr6da plncna. Podl'a koncentracic roztoku KCI je niekot"ko typov kalomclov)'ch 
elcktr6d. Najcastejsie sa pouziva nas}'tena kalomclova elektr6da. v ktorcj konccntracia nas}1encho 
roztoku KCI sa l'ahko udriujc pridanim niekorkych krystillov KCI. 

Chloridostrieborna elektrOda je zo strieborncho drotika, na ktorom jc elektrolyticky nanesena tcnka 
vrstva AgCI a jcj potencial zavisi od koncentnicie Cl ionov v roztoku. 

Ako merne elektr6dy sa z kovorych elektr6d najviac pouzivaju: 

Strieborna elektr6da, jcj potencial je funkciou aktivity Ag' i6nov. 

Platinova elektrOda. Tvori ju leskl)r platinov)' pliesok alcbo drotik . Pouziva sa najma ako elektr6da 
z inertncho kovu na mcranic rcdukcneho potencialu Hodl~.~ rcdoxov)·cb sustav. Hox'R~d jc dany Peterso­
v)rm vzt'abom. 

Antimonova elektr6da patri k oxidov)rm elektr6dam. kj potencial je funkciou aktivi t~ H30~ ionov 
v roztoku. 

4 

a b c 

Obr. 20. a) KaJomelova elektr6da: 1 - otvor pre naplnenie na5Ytcnym 
roztokom KCI, 2 - azbestove vlAkno, ktorc tvori vodiv}r spoj; 
b) Sklemi elcktr6da: 1 - vnutoma clektr6da, 2- merna tast' elektr6dy 
naplnem\ vnutomym tlmiv}rm roztokom. 3 - obal s ticniacou kovovou 
f61iou, 4 - koaxialny kablik; c) Kombinovana elektr6da: I - sklcm\ 
elektr6da tvoriaca vnutorny pla~t'. 2 - rcferen~na elektr6da Ag/AgCI . 
3 - vonkaj~ i pla~t' naplneny roztokom KCI. 4 - vodi\j spoj 
referen~nej elektr6dy, 5 - otvor pre plncnie roztokom KCI 

Membranov}' potencial. Okrem kovov)'ch elektr6d I. a II. druhu, u ktor)rch podstatou potencialu je 
elcktrochemickci, v sirsom zmyslc ox.idacno-redukcna rovnovciha na fazovom rozhrani, d'aiSiu v)'znamnu 
skupinu elektr6d tvoria elektr6dy membr{move.ho typu. lch rovnovciiny potencial je urcovany 
membranov)rm potencialom, ktor)r vznika na rozhrani medzi dvoma roztokmi elcktrolytov oddelenymi 
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membranou, ktora je ncrovnako priepustna pre rozne i6ny (elektrochemicka membrana) . Podstatou 
membrimoveho potencialu je i6novov}'menna rovnovaha na fizovom rozhrani. 

Pri membranov}'ch elektr6dach vseobecne oddel'ujc membrana z vhodncho materialu meran}' roztok 
( 1) od roztoku porovnavacieho (2). Meriame napatie clanku . 

ref. el. 1 I roztok I I membrana I roztok 2 I ref. el. 2 
E1 (/)1 <t>1 1:.2 

Vlastna mcmbranova elcktr6da sa sklada z vnt"1tornej rcferencnej elektr6dy (2), vn(atomeho roztoku (2) 
a z mcmbniny. ktora sa ponori do merruu:!ho roztoku (I) s vonkajsou referencnou elektr6dou ( I). Potcn­
cialy refcrcncn)·ch elcktr6d E~, £2 su konstatltnc a pre mcmbranov}' potencial £111, kto~' jc rozdielom 
potencialov na fazovom rozhrani oboch stnin membniny, plati obdobny vzt'ah ako pre konccntracn)· 
climok 

E = RT In ° J <!l 
"' zF aJ (2) 

v ktorom aJ jc aktivira a6nu J v roztoku I a 2. 

Pretoze zlozenic roztoku na vnutomej stranc mcmbn\ny sa nemcni (aJ(2) = konst.), je r:, Ncrnstovou 
funkciou aktivity mcraneho i6nu J v roztoku. 

Potencial membninovcj elektr6dy moze byf ovplyvneny pritomnost'ou d'alsieho (interferujllCCho) i6nu 
v roztoku. Tento vplyv vyjadruje Nikolskeho vzt'ah v tvarc 

E,, = 2,3 R~ log[aJ + k),' .(a 1 Y''=' ] 
zl• · 

v ktorom kfj JC koeficient selcktivity elektr6dy pre interferujuci ion I vzhl'adom na stanovovany ion J 
Z uvcdeneho vyplyva, zc clcktr6da bude dostatocne selektivna pre ion J , ak k~' .a 1 « aJ. 

Medzi membrfmove elektr6dy sa zarad'uje sklcna elcktr6da a ionovosclektivne clektr6dy (IS E). 

Sldemi elektr6da jc najdolciitcjsou a najselektivnejsou clektrodou pre H30 ' iony. Zlozcnie sklencj 
clektr6dy je na obr. 20b, kombinovanc clektrody (obr. 20c) maju sklenu aj refercncnu elcktrodu v jed­
nom telese. Podmicnkou pre spravnu funkciu elektr6dy je vytvorenie hydnitovancj vrstvy gelu kyseliny 
krcnucitej, v ktorej prebieha i6novov}'mcnna reakcia medzi i6nmi Na +, K+ v skle a H30 + ionmi v rozto­
ku. Prete treba elektr6du pred meranim maeat' niekol'ko dni v H20 a po mcrani ju uchovavat' vo vode 
alebo tlmivom roztoku podl'a odporueania v)•robcu. Kalibniciu elektr6dy na standardne tlmive roztoky 
treba po urcitom case overovat'. 

16novoselektivne elektr6dy pre roznc kati6ny. ani6ny aj organicke latky znan1enaju znacne rozsirenie 
momosti analytickcho vyuzitia potenciometrick)'ch merani . 

Podl'a skupcnstva latok, ktore tvoria membranu a sprostredkujt'a \'}'menu ionov, delia sana dvc skupiny: 

a) Elektrody s tuhou membranou, niektore typy maju odvodnu kovovu elektr6du spojenu priamo 
s membranou (obr. 2 1). V tuhych membranach s~ clektroaktivnou latkou malo rozpustne soli ako napr. 
AgCI, Agi, Ag2S, PbS, LaF3 a tieto su selekt!vne pre jeden alcbo oba iony, ktore membranu tvoria. 
Memb.ranu tvori monokrystlil soli alebo lisovana Iatka, rcsp. zabudovami do plastov. Vyrabaju sa clek-

6d . Cl- B - I- C 2~ Pb2 t Cd2+ A ·• r:- CN- S2-tr y na stanoveme , r , , u , , , g , r , , . 
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b) Elektr6dy s kvapalnou membninou, ktoru tvori vrstva vo vode ncrozpustneho rozpust'adla s roz­
pustn)'m i6nomenicom i6novcho alebo elektroneutralneho typu. lonomenic sclektivne rcagujc s roznymi 
ionmi. Rozhranie medzi mcran)'m roztokom a i6nomcnicom sa realizujc porovitym skdetom. kto,.Y jc 
napusteny rozptist'adlom s i6nomenieom. Novsic typy majti membranu z PVC. ktor), jc roztokom 
ionomeniea makccny. Elcktr6dy tohto typu sti napr. na stanovenic Ca2

·, K~, NOJ-. CI04-. 

2 

a b 

Obr. 21. Kon~truk~nc typy i6novosclckt ivnych elcktr6d s tuhou mem­
branou I - membrana, 2 - odvodna clcktr6da, 3 - vnutorny roztok 
clcklrolytu, 4 - elektr6dovY p!Mf 

Pristroje. Svorkovc napatic elektrochcmickeho ch\nku, ktorc sa mcria, prcdstavuje za bczprudov6ho 
stavu elektromotoricke napatic chinku. t. j . rozdicl potencialov kladncj a zapomej clektr6dy. Prcto mera­
nie napatia musi prebiehat' za takych podmicnok, aby sustavou neprechadzal takmer ziadny prud, kto,.Y 
by mobol sposobit' polarizaciu clcktr6d. Tuto podmicnku vel'mi dobrc splnaju v roznych typoch vyraba­
ne elektronicke milivoltmetre. Maju vysok:Y vstupny odpor, preto moino nimi merat' aj clanky s vyso­
k}'11'1 vnutom:Ym odporom, ako su napr. clcinky so sklenou clcktr6dou, i6novoselektivnymi elektr6dami 
alebo merania v bezvodych prostrediach. Musi byt' vsak dokonale ticncn)1 privod k clcktr6de. Tieto 
pristroje sa nazyvaju pH metre, su ciachovanc v jednotkach mY a pH. Prcdt)rm sa konstruovali ako 
rychylkove, teraz sa vyrabaju digitalne, ktorc sa vyznacuju vel'kou prcsnost'ou nameranej hodnoty 
Prevodom hodnoty na digitalny signal moi.c byt' tento zak6dovany pre d'alsic, napr. matematicke spra­
covanie poeitacom. 

Pretoie mcrane hodnoty pH podl'a Nemstovho vzt'ahu zavisia aj od teploty, Sll pH metre vybavcne 
potenciometrom na nastavenic tcploty meranych roztokov alebo automatickou teplotnou kompcnzaciou 
pomocou odporoveho teplomeru . 

Navod na obsluhu pristrojov, ktorc sa budu pouzivat' pri potenciomctrickych meraniach, je prilozeny 
pri jednotlivych pristrojoch. 

3.1.2. Titracie s potenciometrickou indikaciou 

Pri potenciomctricrych ti traciach sa bod ekvivalcncic urcuje na zakladc potencialu vhodnej indikacnej 
clektr6dy, ktorej potencial zavisi od aktivity meraneho i6nu alebo i6nu v odmemom roztoku. Vyhodou 
potenciometrickej indikacie je vacsia presnost' a sirsia pouzitel'nost' najma v pripadoch, ked' vizualna 
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indikacia nie je mol.na. Vhodne elektr6dy su prakticky pre vsetky odmemc met6dy. Pre acidobazicke 
titnicie je to najma sklemi elektr6da, pre oxidacno-redukcne titracic je univerza.lna platinova elektr6da, 
pre zrazacie titracie rna v)'znam najma strieboma elektr6da pre argentomctricke stanovenia a i6novo­
selektivne elektr6dy, ktore sa uplatiiuju aj pri komplexotvomych reakciach. 

Zmena potcncialu indikacnej elektr6dy na objemovli jednotku odmemeho roztoku je v priebchu titracic 
coraz vacsia a dosiahne maximalnu hodnotu v bode ekvivalencie. Graficky znazomena zavislost' hodnot 
nameraneho napatia od objemu pridaneho odmern<!ho roztoku predstavuje potcnciometrickU titracnu 
krivku (obr. 22a), ktoni sa skJada z dvoch casti, predstavujucich logaritmicku funkciu zayislosti poten­
cialu od koncentnicie pred a po bode ekvivalencie. lnflcxny bod pri symetrickych krivkach sa stotoznuje 
s bodom ekvivalencie. Symetria potenciometrickej krivky a jej strmost', ktoni je dana hodnotou smemice 
D.E/D.V v bode ekvivalencie, zavisi od vlastnosti reagujucich latok. od ich koncentracie a od rovnova2nej 
konstanty prislusnej chemickej reakcie. 

Cim je potenciatov'Y skok vacsi, t:Ym presnejsic sa moze vyhodnotif bod ekvivatcncie. 

E 6E 62 E 
lmVI 6V tN 2 

+ 
..... .,.. 

0 v 

Vu.... V [mil 

a b c 

Obr. 22. GraJicke znazornenie sp(lsobov vyhodnotenia bodu ekvivalcncie pri 
potenciomctrickej titn\cii 

Postup pri potenciometrickej titracii. Potenciometricke titracie, ktorc nevy2aduju inertnu atmosferu. 
mozeme vykonat' v kadickc primeranej vel'kosti (naplncmi roztokom rna byt' najviac do 1/2 objemu). Na 
d.no kadicky dame miesacie telicsko a prislusnc mnozstvo vzorky. Kadicku dame na stred miesacky. do 
roztoku ponorime vodou oplachnute elektr6dy, ktore umiestnime tak, aby meme konce elektr6d boli pod 
hladinou, ale d'alej od dna, aby nemohli byt' poskodene pohybom micsadla. 

Pripravime byretu s odmemym roztokom a umiestnime ju tak, aby sme ma.li dobry pristup ku kohtl­
tiku byret}<. Je v)'hodne predizit' koniec byrcty tenkou kapilarou, ktora zasahuje pod hladinu titrovaneho 
roztoku ·a urnoznuje pridavat' roztok po zvolcnych objemoch. 

Po pripojeni elektr6d zapneme miesanie (ncnastavujeme na vcl'kU rychlost', aby roztok nevystrekoval), 
pristroj nastavime podl'a prislusneho navodu a urobime titraciou tym sposobom, ze odmemy roztok pri­
davame po urcicych objemoch, napr. po l - 2 mi. Po ka.Zdom pridani poekame nickol'ko sekUnd, az sa 
roztok dokladne premiesa a hodnota E ustHi. Do tabul'ky zaznamcmivame stav objemu na byrcte (ml) 
a namera.ne hodnoty E [mV]. Vypoeitame aj hodnotu M/D.ml, co je rozdiel dvoch susednych hodnot mV 
delcny rozdielom im zodpovcdajucich pridanych objemov. Pred dosiahnutim bodu ekvivalencie, ked' sa 
hodnoty D.mV/&nl zvacsuju, zacneme roztok pridavat' po mensich objcmoch. najlepsie rovnal<ych. Naj­
vacsia hod.nota D.mV, resp. D.mV/D.ml indikuje bod ekvivalencie. Titniciu mo2eme skoncit', ak za.zname­
name niekol'ko bodnot aj za bodom ekvivalencie. 
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Ked' titrujeme roztok uplnc nezmimej koocentracie, prvti Litniciu mozeme urobit' len orientacnu. t . j . 
odmemy roztok pridavame po vac~ich objemoch ( I - 2 ml) a zistime len priblizne rozmedzic ml, v kto­
rom sa nachadza bod ekvivalcncie. Potom titniciu urobimc este raz, ale v okoli bodu ekvivalencie (asi 
I ml pred bodom ekvivalencic) pridavame odmemy roztok uz po mcnsich objcmoch (pre uvedcne pnicc 
po 0,2 alebo 0, I ml), aby sme co najpresnejsie zistili bod ekvivalencic. Po titnicii nczabudnemc 
ophichnut' elektr6dy dcsti lovanou vodou. Stanovenie vykoname najmcnej dvaknit a zo ziskanych v)'sled­
kov bcrieme priemcmu hodnotu . 

Vyhodnotenie potenciometrickej titracie. Z tabul'ky namcran)rch hodnot E a im zodpovedajucich 
objemov odmcmeho roztoku moi.eme bod ekvivalcncic vyhodnotit' v)'J)oCtom alebo z grant. 

V:YP<>Ctom na.ijcdnoduchSie urcime bod ekvlvalencic z maximalnej hodnoty prv)'ch difcrcncii ako stred­
nu hodnotu z dvoch za sebou pridanych objemov. mcdzi ktol)fmi je maxi.tnalna hodnota 6£/llml (tab . 2). 

Tab. 2 

V[ml] E lmVI 6E/6V 62£ 

6 160 V)'sledok tttnicie: 
13 

8 186 
24 

8,5 198 8.9 +9.0 = 8,95 ml 70 2 
8,6 205 

110 
8.7 216 

140 
8,8 230 Vysledok titrac1c podl'a 

280 
8,9 258 80 = a interpolacncho vzorca: 

360 
9,0 294 l, - 130 = b 80 

230 Vn. = 89+01 ·-= 
• ' ' 210 

9, 1 - 3 17 = 8,94 ml 
100 

9,2 327 

Prcsnejsie vyhodnotcnie bodu ekvivalencie v pripadc pridavania odmemeho roztoku po vacsich obje­
moch mourne urobif rypoetom druhych diferencii 6 2£ . Tcnto sposob vychadza z toho, ze v inflexnom 
bode rna druha derivacia funkcie E = j(V) nulovti hodnotu (obr. 22c). Nulova hodnota, ktora zodpoveda 
bodu ekvivalencie, sa nachadza medzi poslednou kladnou hodnotou 6 2 E a prvou zapornou hodnotou 
62£. 

Bod ckvivalcncie vypoeitame podl'a interpolacneho vzorca 
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V1 jc objem pridaneho odmemeho roztoku pred najvacsou hodnotou 11£, 

k je vl - v2 = konstantny·rozdiel objemov medzi dvoma pridavkan1i odmemeho roztoku, 

a je posledmi kladna hodnota D.?E, prisl~chajuca objcmu v, 
b je prva zapoma hodnota /32£, prisluchajuca objemu V2. 

Priklad vyhodnotenia sa uvadza v tab. 2. 

Okrem uvedenych postupov vyhodnotenia potenciometrickych titnicii za pouzitia jednoduchych pri­
strojov sa stale viae pou.Zivaju automaticke titracne aparatury, kdc bod ckvivalencic jc indikovany 
priamo udajom meracieho pristroja, alcbo pricbeh titrckic a bod ekvivalencie je riadeny priamo poei­
taeom. 

400 

E 
(mY] 

300 

200 

-100 

- 200 

Obr. 23 . Potenciomctricka titracia 1-. Br-, cr vedl'a scba 

U I o h a 2 0 . Stanovenie halogenidov vedl'a seba 

Moznost' potenciometrickeho stanovenia r , Br , Cl vedl'a seba sa zak:lada na rozdielnej, rozpustnosti 
ich striebomych soli. Pri titnkii roztokom AgN03 sa najprv zraza -najmcncj rozpustny Agi (Ks = I o-16

) , 

potom AgBr (Ks = I o-1~) a nakoniec AgCI (Ks = I o-10
) , takze pri potenciometrickcj titracii dostavame tn 

potencialovc skoky (obr. 23). Objem odmemeho roztoku po PrvY potencialov}' skok zodpovcda rnnoz­
stvu r , rozdiel objemov medzi druh)'lll a prvyrn skokom zodpoveda mnoistvu .Br-· a d'alsr rozdiel 
mnozstvu Ct-. Rozdiel v rozpustnosti umoznuje za urcitych podmienok dosiahnut' dostatoene prcsnc 
V)lsledky aj v pripadc vsetk)!ch troch halogenidov. Stanovenie 1- vedl'a Cr nerobi· t'aikosti. Titracie sa 
robia za pridania dusicnanu bamateho, ktory ako silny clektrolyt zabnu1uje tvorbe koloi~ych roztokov 
balogenidov striebomych, ktore by sposobovali neostrost' potcncialoV)Ich skokov. · 
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Strieboma elektr6da jc indikacna, porovnavacou elcktr6dou je nas}'temi kalomclova elek-tr6da, ktont 
nevkladame priamo do roztoku. ale cez so1'ny mostik (obr. 24) naplneny 10% roztokom KNOJ, aby sa KCI 
z kalomelovej elektr6dy nedostal de titrovaneho roztoku. Zapojcnie: strieboma - pol , kalomelova + pol. 

Chemikalie a roztoky. Roztok dusicnanu strieborneho c(AgNOJ) = 0,03 mol/1; roztok dusicnanu bar· 
natcho w(Ba(N0 3) 2) = 1 % (POZOR PRUDKY JED!); roztok dusicnanu draselncho w(KN03) = 10 %: 
roztok KC1 na standardizaciu odmemeho roztoku AgN03. 

Pracovny postup. Zo vzorky, ktoni obsahujc r a C1 , odpipetujeme na titniciu 10 ml do 150 ml 
kadicky, odmemym va1com pridame 10 m1 roztoku Ba(N03h a zriedime s dcstilovanou vodou priblime 
na objem 70 mi. Titrujemc roztokom AgN03 podl'a befucho pracovneho postupu pri potcnciometrickej 
titracii. V okoli bodov ekvivalcncic titrujeme po 0.1 ml, dbame na ustalcnie meranych hodnot a dosta­
toene micsanie roztoku. 

Pracovny postup pri ~tandardizacii odmerneho roztoku AgN03. Z roztoku KCI s presnou koncent· 
niciou odpipetujcme 25 ml do 150 ml kadicky. pridamc 5 ml roztoku Ba(N03) 2, zricdime s H20 na ob· 
jem asi 70 m1 a titrujeme roztokom AgN03 obdobnym sposobom. 

Sol'n)' m6stik tvori sklcmi ohnuta ritrka, naplncmi horitcim rozvarcn)rm agarom v roztoku KNOJ. 
Zmes po vychladnuti stuhne. ale zostava elektricky vodiva. Koncc mostika uchovavamc ponorcne do 
roztoku KN03. Pri titracii spojimc mostikom merany roztok s kalomelovou elektr6dou (obr 24). Aby 
ncdoslo k pripadncmu znccistcniu vzorky, jc vhodne pri d'alsich titrciciach vkladat' do roztoku to istc 
ramcno mostika (oznaecnc). Po skonecni pnice mostik V)1ialmcme. oplachneme vodou a ulozime spa( 
do roztoku KN03. 

Obr. 24. Elcktrochcmickj ~lanok so sol'nym mostikom l - titrovany 
roztok. 2 - mic~cic teliesko, 3 - indika~na elektr6da, 4 - sol'ny 
mostik. 5 - kalomclova elektr6da, 6 - rot.tok KN03 

Vyhodnotenie stanovenia. V protokole uvedicme tabul'ku nameranych hodn6t ml, mV, pripojime graf 
zavislosti mV od objemu odrnemeho roztoku (pozn.: najvhodnejsie meritko I em = I ml). Body ekviva· 
lencic urcime z tabul'ky nameranych hodnot ako maximalne hodnoty t.mV/t.ml rcsp. aj podl'a interpo· 
lacncho vzorca a porovnfunc s grafickym vyhodnotcnim. Vypocitame hmotnosl' I a Cl- (v mg) v I 00 ml 
vzorky. 

U I o h a 2 1 . Stanovenie kyseliny trihydrogenfosfore~nej 

Pri viacsymycb kyselinach alebo zasadach sa ionizacia do jednotliv}'ch stupnov prcjavi postupnYmi 
potencialov}'mi skokmi v pripadc, ak su jednotlive disociacnc konstanty navzajom dostatoene rozdielne. 
Pri H3P04 dostavame dva potencialove skoky, ktorc zodpovedaju postupn)'m reakciam 
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·-

H3P04 + OH- = H2P04- + H20 

H2P0 4- + OH- = HPO/ · + H20 

PotencialoV)i skok pri neutralizacii do tretieho stupna sa neprejavi. pretoze tretia disociacmi konstanta 
H3P04 rna vel'mi ma1u hodnotu. 

Ako indikacnu elektr6du pouzijemc antim6novll alebo sklenu. ako porovnavaciU kalomelovu (zapoje­
nie: antimonova - pol, kalomelova + pol). 

ChemikaJie a roztoky. Roztok hydroxidu sodneho (bez uhlicitanov) c(NaOH) = O.l moll!: tlmi\'Y 
roztok (1)~ tlmivy roztok (II). 

Pracovny postup. Vzorka H3P04 rna priblizm:• koncentraciu c(H3P04) = 0, I mol/1. Odpipetujeme z nej 
10 ml do 100 ml kadicky, zriedime s vodou na obJcm asi 40 ml a titraciu odmem}'t11 roztokom NaOH 
vykoname podl'a bczneho postupu pri potenciomctrickcj titracii, pricom zaznamemivame oba potcncia­
love skoky. V okoli bodov ekvivalcncie titrujcm~ po 0,2 ml 

Ak meriame so sklenou clektr6dou, mozeme pouzit' pH stupnicu pristroja a pred prv)rm mcranim 
nastavime sklenu clektr6du na tlmive roztoky, ako je uvedcne pri kalibracii pristroja . 

Vyhodnotenie stanovenia. Bod ekvivalencie vyhodnotimc podl'a interpolacneho vzorca (vhodnejsie 
z prveho inflexneho bodu) a V)isledok vyjadrime konccntraciou H3PO.~ (mol/1) vo vzorke. 

(J I o h a 2 2 . Stanovenie aminokyselin v bezvodom prostredi 

Potenciometricku indikactu mo2no pouzit' prak.'ticky vo vsctkych rozpust'adlach. Elektrody sa pouzi­
vaju rovnake ako vo vodnom prostredi, pre protolyticke titracie najma sklena. Porovnavacou elcktr6dou 
moze byt' kalomelova, v niektorych prostrediach vsak dochadza k vyzrai.aniu KCI v kvapalinovom 
spoji. V tak),ch pripadoch sa nalmidza vodn)' roztok KCI in)rm rozpust'adJom alcbo sa pouzije ina elek­
tr6da, napr. z grafitu . 

Aminokyseliny su v prostrcdi bezvodej kyseliny octovej dostatoene siln:Ymi zasadami_ ktorc sa mozu 
titrovat' roztokom HCI0-1. 

Ako priklad stanovenia aminokyselin sa uvadza postup pre stanovcnie chloridu L-lyzinia 

lony Cr rusia titr:kiu s HCI04 v bezvodej kyscline octovej uvol'nenim HCI, preto sa viaiu s octanom 
ortutnatYm na nedisociovany HgCh 

(lyzin H}'Cl + HC104 = HCI + (lyzin HrCt04 

V bezvodej CH3COOH vznika dioctan lyzinia, ktory reaguje
1
ako zasada 

( 

Potenciometrickou titraciou momo sledovat' aj vhodnost' farcbneho prechodu vi~ualnych indikatorov. 
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Chemikalie a roztoky. Roztok kyseliny chloristcj v bezvodej CH3COOH c(HC104) = 0. 1 mol/1. roz­
tok octanu ortutnateho v bezvodcj CHJCOOH c((CH3COOhHg) = 0, I moll!. roztok krystalovcj violetc 
w = 0,2 % v bezvodej CH3COOH ; bezvoda kyselina octova; kysclina mravcia w(HCOOH) = 99 %; 
hydrogenftalan draselny p. a. M,(C8H50J() = 204,23 

Rozpust'adla na acidobazickc titnicie maju byt' bczvode a zbavcnc nceistot, aby pri slcpom pokuse 
bola spotrcba odmemeho roztoku zanedbatel'na. Protogenne rozpust'adla sa skusaju na obsah zasadi­
tych latok a pripadne sa pouziju vopred zneutralizovan6 

Bezvoda kysclina octova rna znacnu objemovli rozCamost', preto standardizacia a stanovcnic sa maju 
robit' pri rovnakej teplotc. 

Pracovny postup. Zo vzorky chloridu L-lyzinia (M, = 182,65) navazime difercncnc hmotnost' 
zodpovcdajucu pribliZ:ne 7 ml spotrcby roztoku HCIOo~ . K nava.iku v 50 ml suchcj kadicke pridame I ml 
HCOOH. Po rozpusteni pridamc priblizne 3 ml roztoku octanu ortutnatcho (ncpipctovat'. jed!) a zriedi­
me asi s 20 ml bezvodej kyseliny octovej. Pripravimc clektr6dy - sklcnu a kalomelovu, po oplachnuti 
s vodou ich otrieme filtracnym papierom a sklcnu elcktr6du oplachncmc cste bezvodou kyselinou 
octovou. Elektr6dy ponorime do mcraneho roztoku, do ktorcho smc pridali aj jednu kvapku indikatora ­
- krystalovej violete, pre pozorovanie a vyhodnotcnic farebneho prcchodu v bode ckvivalencic 
Potenciometricku titniciu odmemym roztokom HCI04 vykoname podt'a bcfucho postupu. Meriamc na 
mV-stupnici a v okoli bodu ckvivalencie pridavamc odmemy roztok po 0,1 ml Zaznamemivame aj 
zmeny farebncho odtici1a indikatora. Po skonccni titnicie elektr6dy oplachncme kyselinou octovou a po­
tom s vodou. Sklenu elektr6du ncchame ponorenu vo vodc. 

Pracovny postup pri standardizacii odmerneho roztoku. Presnu koncentraciu HCIOo~ stanovime na 
nava.Zok hydrogcnftalanu drasclneho. Do 50 ml suchej kadicky navaztmc difercncnc take mnoistvo 
hydrogenftalanu draselneho, aby spotrcba HC104 bola asi I 0 mi. Po pridanj 20 ml bczvodej kyselin) 
octovej nechamc miva.Zok rozpustit' a titrujcmc odmcmym roztokom HCI04 obdobne ako pri titnkii 
vzorky. 

Vyhodnotcnie stanovenia. Titniciu graficky zmizomimc funkciou E = j{ml), urcimc bod ckvivalencic 
a porovname s nim farebny prcchod indikatora. Yypoeitamc obsah chloridu L-lyzint:t vo vzorke ako 
lunotnostny zlomok v perccntach . 

U I o h a 2 3 . Stanovenie primarnych aromatickych aminov diazota~nou reakciou 

OdmemYm roztokom dusitanu sodneho sa mom stanovitlatky s primamou aminoskupinou viazanou 
na aromatickom jadre (napr. sulf6namidy), na zakladc l'ahko prebiehajuccj diazotacncj reakcie 

Ar- NH2 + N(h- + 2 H' = IAr-N ,.Nr + 2H20 

Okrem bei.nej potenciometrickej titnicie s platinovou clektr6dou ako indikacnou a kalomelovou elek­
tr6dou, mozu sa tieto stanovenia robit' ako biampcrometricke (ako zvlastny pripad - bez vkladancho 
napatia) s dvojicou elektr6d - platinovou (+pol} a grafitovou (- pol). ktorc zapojimc priamo na citli~· 

rnikroampenneter (rozsah 20 - 50 J.lA). Ako grafitova elektr6da sa osvedcila mak.ka. vyzihana ceruz­
kova tuha. V bode ekvivalencic nadbytok NaN02 sposobuje zmenu redoxoveho potencialu sustavy, 
vznika potencialov)' rozdiel medzi elektr6dami, ktory sa prejavi v)'chylkou na mikroampennetri. 

Chemikalie a roztoky. Standard sulfanilamidu; roztok dusitanu sodncho c(NaN02) = 0, I mol/!; kon­
centrovana kyselina chlorovodikova w(HCI) = 36 %. 

Pracovny postup. Zo vzorky sulfonamidu navazime diferencne do suchej 50 ml kadicky hmotnost', 
ktoni zodpoveda spotrebe asi 10 ml roztoku NaN02• K navaZku pridamc 15 ml konc. HCI , za miesania 
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nechame rozpustit' a zriedime s 15 ml vody (ak treba roztok upravit' na vacsi objem, doddime vzd_ 
pomcr HCI a H20). Po rozpustcni ponorime elektr6dy do roztoku, zapojime a pomaly po kvapkach tit­
rujeme odmern0n roztokom NaN02. Mikroamperrneter sa spociatku nevychyl'uje alebo sa stale vracia 
do nulovej polohy. Prva kvapka NaN02, ktora sposobi, ze sa rucicka mikroa.mpennetra nevrati do 
povodnej polohy, indikuje bod ekvivale~cie a spotrebu odcitame priamo na byrctc. 

Rovnak)'lll postupom stanovime aj presnu koncentniciu roztoku NaN02 na mivazok standardu sulfa­
nilamidu. 

Vysledok vyjadrimc ako hmotnostny zlomok v percentach daneho sulf6namidu. 

3.1.3. Priame stanovenie ionov s lSE 

Zatial' co poziadavky na rcprodukovatcl'nosf potencialu elektr6d pri potenciometrickych titn\ciach su 
nizsie, prctoze sa vyhodnocuju len zmeny napatia, pri priamom rnerani aktivity i6nov, akym je napr 
meranie pH, trcba vZdy clekrr6dov)' system kalibrovaf mcranim standardnych roztokov definovaneho 
zlozcnia. 

Okrem mcrania pH skfcnou elektr6dou umoliiuju i6novosclektivne clektr6dy (lSE) priamc meranie 
aktivity aj inych i6nov. Priamc stanovenia {za pouzitia kalibracnych grafov sledujucich zavislost' 
£ = j{c), resp. lineamu zavislost' E == /{- loge) alebo mct6dy standardnych pridavkov) umoznuju stanovit' 
i6ny v rozmedzi konccntnicii I 0 1 a2 I 0-<i mol/1 . Na dosiahnutic co najspravnejsich vysledkov, treba 
merat' s presnosfou ± OJ m V, vzorka a standardnc roztoky sa maju co najmenej lis it' v zlozeni, v i6no­
vcj sile, v pH a v teplote. Aby sa dosiahla rovnaka i6nova sila, ktoni udrzuje aktivitne kocficicnty 
zloziek na konstantncj hodnotc, pridava sa napr. do standardn),ch roztokov a do vzorky vhodny elektro­
lyt urcitej konccntnkie v nadbytku alebo opacnc mofno vzorku upravit' zriedenim na nizku i6novll situ. 

Pri met6de standardneho pridavku koncentracia i6nu vo vzorke sa vypoeita z rozdielu potencialu ISE 
prcd (£1) a po pridavku roztoku dcfinovancj koncentracie i6nu (£2) . Pridavok standardneho roztoku 
volime taky, aby sa dosiahla vhodmi zmena E okolo 15 az 30 mV. Ak oznacime koncentniciu vzorky Cy. 

standardneho roztoku Cs1, objem meraneho roztoku vzorky V0 a objem pridancho standardneho roztoku 
Vst. platia pre namerane hodnoty £1, £2 vzt'ahy 

c V + C V 
E = E + S.log ... 0 

st "'' 2 0 
V +V 0 sl 

Z rozd.ielu £2 - £ 1 =liE vypoeitame Cx 

Smernicu S = Ml!llog c urcime cxperimentalne zo zavislosti E = j(- logc) standardnych roztokov alebo 

zriedenim vzorky podl'a vzt'ahu S = b.Ed,!Iog(V2• V1-
1 

) , v ktorom Md,1 je rozdiel nameraneho potenci<Uu 

pred a po zriedeni vzorky z objemu V1 na objem V2. 
Pre merania s ISE platia tieto zasady. Odporuca sa micsat' merane rozt.oky, odozva clektr6dy sa tYro 

urychl'uje. Pri roztokoch s vel'mi nizkou koncentraciou moze dojst' ku adsorpcii i6nov na steny nadob. 
Preto sa pouzivaju eerstvo pripravene roztoky a na meranie sa bcric vacsi objem. Pred meraniami rna 
byt' ISE nejaky cas v roztoku s koncentraciou stanovovaneho i6nu asi 10-3 mol/1. Medzi mcraniami jed-
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notliv)'ch roztokov (lepsie zaeat' od nizsicb koncentracii k vyssim) treba clektr6du dokladnc oplachnut' 
ponorenim do destilovanej vody, vodu niekorkokrat vymcnit' a osusit' boene stcny kUskom fi ltracnebo 
papicra. Nakoniec sa elektr6dy raz oplachnu Ca.st'ou merancho roztoku tak, ze ich do roztoku ponorime 
a kruziv)'m pohybom kadicky roztok miesame. Ncdotykame sa memej casti elcktr6dy. ktoni sa 
nachadza na spodnej strane, aby nedoslo k jej poskodeniu . Z tohto dovodu je vhodnc. aby kalomclova 
clektr6da siahala trocha nizsic do roztoku ako lSE. Pri scrii merani sa odporuca nt!mcnit' vzdialenosf 
oboch elektrod a na mcranie pouzivat' priblizne rovnaky objcm roztokov. Ak pri mcrani dochadza ku 
kolisaniu mcraneho napatia, moze byt' chybou pritomnost' vzduchovej bubliny na membrane. ktoru 
odstranime napr. vytiahnutim a nov)'m ponorcnim clcktr6dy. 

U I o h a 2 4 Stanovenie i6nov 1-

Ako indikacnu elektr6du pouzijeme ISE pre jodidy. Elcktroda CRYTUR typ 53 - I 7 ma tuhu mcrn­
branu z lisovancho Agl. Da sa pouiit' pre teploty 0 - 80 °C v rozmcdzi pH I - 13, oblast' mcratel'ny·ch 
konccntracii 10-1

- I 0 7 moVI r . Stanovenic jc moi ne aj za pritomnosti cr a mcnsich m.nozstiev Br·. 
prctoze v)rrobca udava koeficicnty selcktivity clcktr6dy h er' = 10-5

• k,.o/"'1 = 10-2 Vzorka vsak nesmic 
obsahovat' CN-. Ag·, Hg2

2
• . Pb2 

... Tl '. ktore reaguju s membranou. 

Chemikalie a roztoky. ~tandardn)· roztok jodidu draselneho c(Kl) = 0.2 mol/1: roztok hydrogcn­
uhlicitanu sodneho c(NaHCOl) = 0. 1 mol/1. 

Pracovny postup. Standardnc roztoky 1 o-2
- I o-<> mol/1 Kl (upravene roztokom NaHC03 na pribliinc 

rovnakt• i6novil silu a pH) pripravimc do I 00 mJ odmem),ch baniek. Postupujeme tak. ze zo zakladneho 
roztoku Kl pripravimc I . I 0 2 mol/1 KI, ktory obsaJlllje aj I ml roztoku NaHC0 3 (na upravu pH). Dalsie 
roztoky s klesajucou konccntraciou pripravimc postupnym presn}'n1 zried'ovanim (vzdy I 0 ml na LOO 
ml) a do kaidej odmcmcj banky pridame aj I 0 ml roztoku NaHC03. Analogicky pripravimc aj vzorku r ; 
I 0 ml vzorky pipetujeme do I 00 ml odmemej banky (do ktorej sme pridali I l ml 0. 1 mol/1 NaHC03) 
a doplnime s H20 po znacku. Pri vsetkych roztokoch zmcriame napatie clcinku zloiencho z i6novo­
sclcktivnej elektr6dy a kalomcloveJ elektr6dy spojcnCJ s roztokom agarov)'m most•kom s KN03 
Jodidova ISE sa uchovava v suchom stave. Po ponorcni elcktr6dy do roztoku je ustalcmc hodnoty E 
prakticky okamZite, ale pri nizsich koncentn1ciach r sa odporuca prernicsanie merancho roztoku 
elektromagnetickou micsackou. 

Z namcranych hodnot £ zostrojime kalibracny graf zavislosti mV od zapomeho logaritmu koncent­
nicie r , z ktoreho vyhodnotimc koncentraciu r prepoeitanim na latkovil koncentrnciu (mol/1) I v po­
vodncj vzorke. 

Ulohu mozeme preskusaf aJ met6dou standardncho pridavku. Postupujcme tak, ze z pripravcnej vzor­
ky v I 00 m.l odmemcj banke odpipetujeme 50 ml do suchej 100 mJ kadicky s micsacim telieskom, 
pipetou pridame aj 10 ml pripravcneho Standardneho roztoku Kl s koncentraciou c(Kl) = 0,0 1 mol/1 
a ncchame dobre premicsat'. Po oplachnuti elektr6d s vodou ich otrieme filtracn)rm papierom. Najprv 
zmeriame samotnu vzorku (hodnota £1) , potom pripraveny roztok (vzorka + standard) a zmeriame 
napatie (£2). Koocentraciu r vo vzorke vypoeitame podl'a vzorca uvedeneho v kapitolc 3. 1.3 . Hodnotu 
smemicc S vypoeitame z namcranych udajov kalibracncj priamky. 
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3.2. POLAROGRAFIA 

3.2.1. ZakJadne pojmy 

Polarografia je elektrochemicka analyticka met6da, zalozcna na sledovani rcprodukovatcl'nych kriviek 
zilVislosti pn.idu od vkladaneho napatia pri mikroclcktrolyze s kvapkovou ortut'ovou clektr6dou. 
Vonkajsie napiitic sa vklada mcdzi dvc elektr6dy: mdikacnu - kvapkovli ortut'ov\J clektr6du, ktora je 
dokonale polarizovatel'mi, to znamcna. zc so zvysovanim vkladaneho napatia sa budc umcme menit' jcj 
potencial: referencn(t - najeastcjsic nas}'tenu kalomelov\J clektr6du alebo niektoru inu oddelenu elektr6-
du druheho druhu, ktora JC ncpolarizovatcl'mi. Pri tomto usporiadani zmena vonkajsieho napatia sposobt 
len zmenu potencialu kvapkovej ortut'ovej clektr6dy, a prcto polarograficka krivka vyjadrujc niclcn 
zavislost' intenzity prudu od vlozcneho napatia. ale aj zavislost' prudu od potencialu kvapkovcj ortut'o­
vcj clcktr6dy. 

Pri postupnom zvacsovani napatia spoeiatku neprcchadza roztokom ziadny prud (az na kapacitn~· 

prud, ktory je potrebny na nabijanic kondcnzatora clcktr6dovej dvojvrstvy - jcho hodnoty su vel'mi 
male). V tom okam.Ziku, ked' kvapkova elektr6da dosiahnc potencial, pri k1orom dochadza k elcktrolyze 
niektorcj z latok nachadzaj(tcich sa v analyzovanom roztoku, doch:idza k rastu prudu. Latky, ktorc su 
schopne oxidacie alebo redukcic na kvapkovej ortut'ovcj elektr6de, naz)rvamc dcpolarizatory. Elektroly­
zou sa depolarizator vo vrstvickc v okoli elektr6dy vycerpa, takZe intcnzita pn.idu jc riadcna r)rchlost'ou 
difuzte depolarizatora k povrchu clcktr6dy. Po dosiahnuti urciteho potencialu kvapkovcj ortufovej clek­
tr6dy intenzita prudu d'alsim zvysovanim napatia ncvzrast..'\ - je dosiaJmuti hodnota limitneho prudu -
pokial' analyzovany roztok nic jc viaczlozkov)· a pn vysscj hodnote napatia nedochadza k oxidacii. rcsp . 
redukcii d'alsich Iatok. 

Limitny prud sa v tom pripade, ked' nastava prisun dcpolarizatora ku kvapkovcj ortut'ovcj elektr6de 
(v doslcdku konc. spadu) diruziou, naz)rva difuznym prudom a ta east' polarografickcj knvky. ktora 
zaznamenava vzrast prudu z kapacitncho ai na difltzny, sa naz)rva polarograficka vlnn. Typtcky prie­
beh polarografickeJ vlny je uvcdcny na obr. 25. 

1 

I 
- E(V] 

Obr. 25. Polarograficka krivka 

Prisun i6nov ku kvapkovcj ortut'ovej elektr6dc moi.e nastat' okrem diruzie aj migniciou, t. j . pohybom 
i6nov medzi clcktr6dami vplyvom potcncialncho spadu I.R. K climinacii migracncho prudu je potrebne 
pridat' k analyzovancmu roztoku nadbytok indifcrentncho (illladneho) elektrolytu, ktor)r jednak zvysuje 
vodivost' roztoku, ako aj udduje pH roztoku na poiadovancj hodnote. 0 2 sa redukujc na Hg-clektr6de 
v dvoch vlnach 
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Tato redukcia posobi rusivo na polarograficku analyzu vacsiny depolarizatorov. a preto je nutne 0 1 
z analyzovaneho roztoku pred registraciou odstranit' Najeastejsie sa 0 2 z roztoku odstranujc prudom 
plynneho dusika alebo ineho incrtneho plynu. 

PolarografickU analyzu mozu rusit' aj polarograficke maxima. Maxima t VOrtl ostr),ch pikov, J...1ore sa 
objavuju pred dosiahnutim limitncj hodnoty prudu. sa oznacuju ako maxima prvcho druhu a vznikaju 
spravidla v zriedenych roztokoch. Maxima druhcho druhu su oble, tvoria sa v oblasti potcncialu limit­
ncho prudu a vznikaju vo vel'mi koncentrovan)'ch roztokoch elektrolytov. Maxima moino odstninit" 
pridanim maleho mnoistva povrchovoaktivnych latok (napr. i.elatiny, fuchsinu) . 

Pre strcdnu hodnotu limitncho diftizneho prudu plati llkovieova rovnica 

1- k 1 '/) 111 ~/3 116 ., = 1z • m, 11 .c 

ko11.~1 

v ktorej z je poeet elektr6nov vymcncnych pri oxidacii rcsp. redukcii jt:dncj casticc. 

F - Faradayova konstanta v C.mol 1
, 

D - diftizny koeficient cm1.s 1
, 

m, - prietokova r)tchlosf ortuti g.s - I, 
c - koncentracia clektroaktivnej latky v roztoku mol/1, 
k1 - konstanta s hodnotou 0,627 cm2.g- 213

• 

Z Ilkovicovcj rovnice vyplyva, i.e pri pouziti rovnakej Hg-dcktr6dy (kapilary) a pri konstantnej v)rskc 
ortut'ovcho stipca je difttzny pri1d urcitej latky pri konstantnom zlozeni analyzovancho roztoku ttmemy 
jcj koncentnkii. 

3.2.2. Diferencmi pulzova polarografia (OPP) 

Medza stanovitcfnosti klasickej polarografickcj mct6dy JC 1. 10 ~ mol/1. Znii.cnic mcdze stanovitet'­
nosti polarografickej met6dy je umowene zistenim, i.e polarografick)· kapacitny prud jc na zaciatku 
narastanja kvapky najvyssi (dvojvrstva sa nabija) a v poslcdn)rch fazach rastu kvapky klcsa na mini­
mum, naopak, diftizny prud sa zvysuje umcme s rastom kvapky ai do jcj odtrhnutia a jc teda pred jcj 
odtrhnutim najvyssi. 

h 

E [V] 

Obr. 26. zaznam pri difcrcn~nCJ pulzovej polarografii 

Princip metody. Na lineamc rasruce polarizacne napatic sa supcrponuje pravouhly potcncialov)r pulz 
standardnej rysky (verkosti nickol'ko desiatok mV). Pulzy su vkladane na ortut'ov\J kvapku v pravidel­
nych intervaJoch a su synchronizovane s posledn}'m stidiom rastu kvapky. Vzorkovanic prudu sa vyko-
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miva dvakrat na kaidej kvapke- v case tesne pred zaeatim pulzu (/1) a tesne prcd jeho ukoncenim (h). 
Dizka trvania napafoveho pulzu a tiez eas mcdzi zacatim impulzu a vzorkovanim /2 sa voli tak. aby sa 
co najviac obmedzil kapacjtny prud. Zaznamenany signal bude rozdielom 12 - / 1. Zavislosf rozdielu 
/2- I, od potencialu rna charakter maxima (obr. 26}, ktoreho v)'skaje priamoumema koncentn\cii 

(M) = z2 F2 A M_.E_ 
max 4RT c 1tl,

1 

kde 6.£ je amplitUda pravouhlcho potencialoveho pulzu, 

Ac- plocha elektr6dy, 

t,,- eas medzi zacatim impulzu a vzorkovanim h 

Medza stanovitel'nosti diferencncj pu lzovcj polarografic je I 0 7 ai 10-~ mol/1. Met6du mozno s uspc­
chom pouzit' na stanovenie nizkych, ako i stopov):ch konccntnicii anorganick~·ch a organiccych latok. 

3.2.3. Analyticka aplikacia polarografie 

Polarografia sa pouziva na kvaJitativnu a kvantitativnu analyzu latok. ktore sa redukuju na kvapkovcj 
ortufovcj clcktr6dc (vacsina kati6nov. ani6nov, organicke latky, ktore maju oxidovatcl'nc a lcbo reduko­
vatcl'ne skupmy). 

Totoznost' depolarizatora udava poloha vlny na osi potcncialov a je definovana polvlnovym poten­
cialom, k1ory sa oznacujc symbolom £ 112. Jc to potencial, pri ktorom diruzny prud dosahuje polovicnt:1 
hodnotu limitncho difUzneho prudu. 

Pri DPP potencial vrcholu piku jc dany vzorcom E~n. == t::.E/2, kde M je vel'kosf vlozeneho napat'o­
veho pulzu . 

E1 r2 je konstanta, ktoni nezavisi od koncentracie clcktroaktivnej latky ani od charaktcnstik pouZitcj 
kvapkovej ortut'ovej elektr6dy (mr, t 1). E1r2 jc konstanta u!visla od povahy latky, ktora sa zucastouje 
elcktr6dovcj reakcie, od zlozenia zakladneho elektrolytu, od teploty a pri organick)ich latkach od pH, ak 
sa ich redukcic zilcasti'luju vodikove iony. Pri dodrzani konstantnych podmienok jc Ew. identifikacnou 
konstantou, ktora zavisi len od povahy elektroaktivnej latky 

Hodnoty E,f2 sa v polarografii udavaju vzhl'adom na potencial nas)itenej kalomclovej clcktr6dy (SKE). 

Rychlc, orientacne urcenie £ 1,2 sa pri starsich typoch polarografov uskutoeiiovalo mct6dou vzt'ainej 
vlny, pri ktorej sa porovnavali £ 112 meranej latky s £ 1r2 i6nu TY (£1r2 Te je vo vacsine zakladnych elck­
trolytov konst. = -450 mV oproti SKE). Postupuje sa tak, ze za rovnakych podmienok sa zaznamenaju 
vlny analyzovanej latky a T l1 a z nich sa urcia hodnoty E1,2 oboch elektroaktivnych latok. Zistena 
hodnota E1r2 analyzovanej l!itky sa potom koriguje rozdielom medzi tabelovanou hodnotou a zistenou 
hodnotou £ 1r2 Tl'. 

V sueasnosti davamc pri presnych meraniach "hodnoty £ 112 prcdnost' trojelektr6dovemu zapojeniu: 

- indikacna- kvapkova ortut'ova elektr6da. 

- referencna- nas)itena kalomelova elektr6da (SKE). 

- tretia - platinova elektr6da. 

Zo zaznamu polarografickej vlny mozno priamo odcitat' hodnotu £ 112 vzhl'adom na potencial SKE 
a porovnat' jus tabelovanymi hodnotami. Zlozenic zakladncho elektrolytu sa vsak musi zhodovat' s lite­
ra rnymi udajmi. 
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Kvantitativna polarograficka analyza vyuziva lineamost' vzt'ahu mcdzi limitn)'m difUznym prudom 
a koncentniciou depolarizatora (ld1 = k.c), a t)'m aj lineamu zavislost' medzi koncentniciou a vyskou 
polarografickcj vlny, resp. piku. Pouzivaju sa relativne met6dy. Najd61czitejsie z nk h su: 

a) Metoda analytickej krivky 

Analyticka krivka v polarografii vyjadruje zavislost' vysky vlny od koncentr<icie latky v standardnych 
roztokoch, pripravenych vo vhodnc odstupnovanych koncentraciach. Krivka rna vacsinou priamkov) 
priebeh, ako to zodpoveda llkovicovcj rovnici. Po ziskani krivky sa analyzujc neznamy roztok. zmeria 
sa vyska vlny analyzovancj latky a z analytickcj krivky sa priamo odcita konccntnicia. Pri tejto met6de 
sa musia bczpodmienecne dodrzat' rovnake expcrimcntalnc podrmcnky. akc boli pouzitc pri kalibracit. 

b) Metoda §tandardneho pridavku v jednom roztoku 

K analyzovancmu roztoku s nczniunou konccntniciou pridame tzv standardn)' pridavok, t j . urcity 
objem roztoku. ktoreho konccntnicia je znama. Tymto standardnym pridavkom sa zvysi prislusmi vlna 
Koncentracia latky v roztoku sa vypocita podl'a vzt'ahu 

kdc h, jc vyska vlny roztoku ncznarnej koncentracic. 

h~- vyska vlny po pridani standardneho pridavku, 

V- povodny objem, 

V- objem Standardneho roztoku S konccntr<lCIOU Cst · 

c) Metoda ~tandardoeho pridavku v dvocb r·oztokoch 

Ova rovnakc objemy analyzovancho roztoku ncznamej koncentn\cic napipctujemc do dvoch rovna­
kych odmemych banick. Do druhcJ banky pridamc znamc mnoistvo standardneho roztoku. Po doplneni 
odmernych banick zaregistrujcmc polarografickc krivky. Vyska vlny (h1) , ktoru smc dostali pri registra­
cii roztoku z prvej banky, zodpovcda obsahu samotnej latky, v)•ska vlny (h2). ktoni vznikJa pri 
registracai roztoku z druhej banky, jc vyssia v doslcdku standardneho pridavku. Na vypoect neznarncj 
hmotnosti x v mg pouzijcme vzt'ah 

kde a je hmotnost' latky v standardnom pridavku (v mg). Ak vydelimc uvedeny vzt'ah Ill 00 navaZku. 
dostaneme vysledok vyjadreny hmotnostn)'m zlomkom w(%.). 

d) Metoda §tandardneho roztoku 

Na analyzu sa pripravi roztok vzorky a standardu priblizne rovnakej koncentracie a pri obidvoch sa 
za rovnak)ich podmienok zaznamcnava polarograficka krivka. Pomcr vysok vin hx : h,, JC v pomere 
koncentracie Cx : cs, stanovovancj latky. Koncentracia Cx sa vypoeita zo vzt'ahu 

kde ex, c., su koncentracie stanovovanej latky v analyzovanej vzorke a v standardnom roztoku 

hx, h., im zodpovedajuce vysky polarografickych vin. 
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Meranie ry§ky polarografickej vlny. Sposoby vyhodnotenia rysky polarografickej vlny roznych 
tvarov su znazomene na obr. 27. V kaZdom pripade sa v)lska meria kolmo na os napatia rovnakY'm 
sposobom pri analyzovanej vzorke, ako aj pri standardnom roztoku. 

a b E 

Obr. 27. Meranie limitnych pnido'' a Ew. a. b - sp6soby ur~enia vy~ky polaro­
grafickej krivky (h); c- sposob ureenia Et,2 

3.2.4. Pristrojova technika 

V sucasnosti su klasicke polarografy nahradzovanc modcmY"mi polarografick}mi analyzatom1i (PA-2. 
PA-3, PA-4). Su to polyfunkcne pristroje, ktore umoznuju realizaciu tychto polarografickych technik: 

I . klasickej polarografickej met6dy (DC POLAROGRAPHY), 

2. vzorkovacej - TAST (TAST POLAROGRAPHY), 

3. difercncnej pulzovej polarografie (DIFERENTIAL PULSE POLAROGRAPHY), 

4. diferencnej pulzovej rozpusfacej voltametrii (DIFERENTLAL PULSE STRIPPING VOLTA­
METRY). 

Prislusenstvo k polarografickym analyzatorom je: XY-zapisovac na registraciu polarogramov. static­
ka ortut'ova elektr6da, ktora nahradila klasicku kvapkovil ortut'ovu elektr6du. 

Pristrojc maju zabudovany trojelektr6dov)r system, co umoznuje hodnotu £ 112 odcitat' priamo z krivky 
na polarograme. 

Perspektivne su polarograficke analyzatory vybavene mikroprocesorom, ktory ovlada nielen vlastnu 
funkciu pristroja, ale vyhodnocuje zaznamy, a tak spoloene so zapisom krivky vypisuje potrebne udaje 
(hodnoty £ 112, rysky polarografickych kriviek a pod.). 
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3.2.5. Kvalitativna a kvantitativna analyza anorganickych a organickych h\tok 

(J I o h a 2 5 . Separacia splyvajucich polarografickych kriviek 

Vyhodou polarografie je . .ZC sa daju analyzovat' viaczJoi.kovc vzorky a nickcdy aj viae latok po sebe 
v jednej anal)rze za podmienky, zc ich polvlnove potencialy sa dostaloenc lisia. Pri klasickej polarografii 
6.£112 dvoch zlozick musi byt' 200 - 250 mV, pri DPP 50 - 60 mV Ak sia v roztoku dva depolarizatory 
s vel'mi blizkym E112, ich vlny spl)ivaju a nedaju sa Jednotlivo vyhodnotit' Jcdnou z metOd uplnc 
eliminujucu tuto (z hl'adiska polarografickeho kvalitativncho a najma kvanritativneho hodnotema) 
nevyhodnu situaciu je chemicka sepanicia polarografickych krivick oboch zlozick viazanim jednej z nich 
do komplexu, ktor)' rna Ean dostatocne posunut)r k negativn~jsim hodnotam 

Princip uvcdenej mct6dy si expcrimcntalne objasnimc na sustavc i6nov Pb~· a Tr , ktor)'ch polarogra­
ticke vlny v kyslom a neutritlnom prostredi znacnc splyvajt'a. Scparaciu ich vin dosiahncme zalkalizova­
nim vzorky s KOH. posobcnim kton!ho sa Pb2

' viazl.! do hydroxokomplcxu a jcho Ean sa posunie 
k ncgativnejsim hodnotam. k)rm £ 112 Tr .. zostava bez zmeny 

Zadanie. Urcitc hodnoty E112 Tr a Pb2 
.. vo vzorkc po prcdchadzajuccj scpanicii ich spl)rvajucach vin 

Chemikalie a roztoky. Roztok dusicnanu olovnatcho s konccntrac•ou c(Pb(N03)2) = 0,01 mol/1 ~ 

roztok dusicnanu talneho c(TIN0 3) = 0,0 I moUI: zakladn)r clck-trolyt - roztok dusicnanu draselneho 
c(KN03) = 0, I mol/1 ; roztok zelatiny w(zel.) = 0.5 %; tuhy KOH p. a. 

Pouzite prlstroje a podmienky polarografickeho merania 

Polarograficky analyzator PA-4 s XY-zapisovacom: 

- prcpinac funkcii v polohe DC, 

- riadeny eas kvapky 4 s, 

- amplituda pulzu 0, 

- r)'chlosf mira stu polarizacneho napatia 20 m V /s, 

- rozsah napatia 0 - 4 V, 

- krivky registrujemc od - 0,2 V s narastom polarizacneho napatia smcrom k ncgativnym hodnotam. 

Elektr6dov)' system: indikacna - staticka ortut'ova elektr6da v trojclcktr6dovom zapojerti s nas)'tcnou 
kalomclovou a platinovou elektr6dou. 

Pracovny post up. Do polarografickej nadobky dame I 0 ml zakladneho clcktrolytu (dusicnan drasel­
ny), pridame 6 kvapick roztoku Pb(N03h a 2 kvapky zelatiny. Roztok zalozime k polarografovaniu 
a po vytesneni kyslika dusikom (5 min) pri vhodncj citlivosti zaznamcmimc polarograficku vlnu podl'a 
hore uvcdcnych polarografick)'ch podmicnok merania. DaJsiu vlnu rcgistrujcmc za nczmenenych pod­
micnok po pridani 6 kvapick roztoku TIN03 k povodncmu roztoku a po 5 min zavadzania dusika (vlny 
Pb2~ a Tt' na zaznamc spl)rvaju). Analogicky zaznamenavame poslednu vlnu po pridani 3 - 4 zmieeok 
tuheho KOH a opatovnom prebublani dusikom. Na polarograme dostancmc dvojvlnu - prva zodpoveda 
redukcli Tl+ a druha [Pb(OH)3r . 

Vyhodnotenie merania. Sp5sob odcitania v)'sky polarografickych vin a zistcnie £,12 je naznaecny na 
obr. 27. 
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U I o h a 2 6 . Stanovenie kyseliny barbiturovej a jej derivatov 
klasickou polarografickou met6dou 

Roztoky kyseliny barbititrovej , resp. jej derivatov (ich chemicke zlozenie pozri kap. 2. 1.4., uloha 12), 
ktore ncmaju substituovany vodik v skupine = NH, poskytuju v prostrcdi Na2B40 1 anodickc krivky 
prisluchaj tice tvorbe ncrozpustnych zlucenin s ortut'ou. Limitujucim dejom je adsorpcia nerozpustnej 
ortutnatej soli na ortut'ovej elcktr6de. Vyska vlny je priamoumema koncentracii kyse1iny barbttttrovej, 
resp. jej derivatov v koncentracnom rozmedzi 1. 1 o-3 

- 1. 1 o-5 mol/1 . 

Zadanie. Klasickou polarografickou met6dou stanovte hmotnostnu koncentraciu (gil) kyseliny barbi­
turovej v roztoku vzorky met6dou standardneho pridavku v dvoch roztokoch. 

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok kyseliny barbiturovej c(kys. barbitur.) = 0.00 I mol/1: 
zakladny elektrolyt roztok tetraboritanu disodncho c(Na2Bo~01 . I 0 H20) = 0,05 mol/1; roztok zelatiny 
w(zelatina) = 0,5 %. 

Pouzite pristroje a podmienky pola rografickeho merania. 

Polarografick)' analyz:Hor PA-4 s XY-zapisovacom: 

- prepinac funkcii v polohc DC, 

- riadeny eas kvapky 4 s, 

- amplituda pulzu 0, 

- r)rchlost' 11arastu polarizacneho napatia 20 mV/s, 

- rozsah napatia 0 - 4 V, 

- krivky registrujcme od - 0,4 V s m\r~stom polarizacncho napatia smerom k pozitivnejsim hodnotiun. 

Elektr6dov)' system: indikacna - staticka ortut'ova clektr6da, referencmi - nas)itena kalomelova clek­
tr6da. 

Pracovny post up. Do dvoch I 00 ml odmern),ch banick kvantitativne prcnesicme vzorku. pridamc 
10 ml roztoku zakladneho elektrolytu Na2B40 1 a 10 kvapiek roztoku zelatiny. Do druhej banky okrcm 
uvedenych komponcntov odmeriame pipetou este 5 ml standardneho roztoku kyseliny barbitttrovcj . Obi­

dve banky doplnime vodou po znaCku. Druh)' roztok obsahujuci vzorku a standard zalozime k polaro­
grafovaniu . Po vytesncni kyslika dusikom zaznamenamc polarograficku vlnu za uvedenych podmicnok 
mcrania pri vhodnej citlivosti . Za rovnakych podmicnok zaregistrujeme vlnu roztoku obsahujucu len 
vzorku. 

Vyhodnotenie merania. Zistime v)'sku vlny vzorky (h1) ako aj vysku vlny vzorky s pridavkom 
standardu (h2). Podl'a vzt'ahu uvedeneho v kap. 3.2.3 ., ods. c vypoeitame obsah kyseliny barbirurovej 
vo vzorke. 

U I o h a 2 7 . Stanovenie manganatych ionov metodou diferencnej pulzovej polarografie 

Redukcia manganatych i6nov na kvapkovej ortut'ovej elektr6de sa prejavi na DPP zazname dobre 
vyvinutym pikom, ktoreho v)'ska je Iinearnou ti.mkciou koncentracic manganu 

Z adanie. Stanovtc hmotnostntt koncentraciu manganu (g/1) vo vzorke met6dou standardneho roztoku. 
Vyhodnot'te ziskane piky aj po stn'mke kvalitativnej. 

Chemikalie a roztoky. Standardny roztok siranu manganateho c(MnS0 4) = 0,001 mol/1: roztok tri­
etanolaminu c(trietanolamin) = 0,5 mol/1; roztok hydroxidu sodneho c(NaOH) = 0,5 mol/1. 
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Pouf ite pristroje a podmienky polarografickeho merania. 

Polarografick)t analyzator PA-4 s XY -zapisovacom: 

- prcpinac funkcii v polohc DPP, 

- riadcny eas kvapky FS DPP, 

- amplitUda superponovam!ho pulzu 50 mY, 

- r)ichlosf mirastu polarizacneho napatia 20 m V /s. 

Elcktrooory system: indikacna - stat icka ortut'ova elektrooa v trojelektr6dovom zapojeni s nas)'tenou 
ka lomclovou a platinovou elektr6dou. 

Pracovny postup. Do jednej I 00 ml odmemcj hanky odmcriamc 5 ml standardncho roztoku MnSO.~ 

a do druhej I 00 ml odmernej hanky kvantitativne prelejeme roztok vzork) obsahujuci Mn2
• Do oboch 

baniek potom pridamc 10 ml t rictanolaminu a 10 ml roztoku NaOH. Roztoky prctrepavamc asi 1 min. 
V tejto faze nastanc oxidacia Mn2

' viazancho do komplexu s trictanoJamjnom na Mn3
' vzdusnym kysli­

kom. Odmerne banky doplnimc dcstilovanou vodou na predpisan)· objem a prcmicsamc. Po nastaveni 
hore uvedenych polarografick)tch parametrov merania a po odstri ncru kyslika z roztoku dusikom regist­
rujemc DPP pola rogram standa rdneho roztoku a roztoku vzorky. 

Vyhodnotenie mer ania . Hodnotu potencialu vrcholu piku urcime sposobom naznacenym na obr. 26 . 
Obsah manganu v analyzovanej vzorke vypoeitamc tak. zc do vzt'ahu platncho pre met6du standardncho 
roztoku (kap. 3.2 .3., ods. d) dosadime v}rsku piku Mn2

• v standardnom roztoku a vo vzorkc, ako aJ 
obsah manganu v standardnom roztoku. Sposob ureenia v)rsky pikov je naznaccn~· na obr. 26. 

U I o h a 2 8 . Stanovenie olovnacych a kademnatych ionov vedl'a seba 
metodou diferen~nej pulzovej polarogra fie 

Olovnate, ako aj kadcmnate i6ny sa v prostrcdi octanovcho tlmivcho roztoku (pH = 4,7) redukuju na 
kvapkovej ortut'ovcj elcktr6de pod l'a rovnice 

pricom poskytuju dobrc vyvinutc piky, ktore maju difuzny charakter, co znamena, zc vyska piku jc 
priamoumema koncentracii ionu v analyzovanom roztoku. 

Z adanie. Technikou difcrencnej pulzovej polarogra fic stanovte hmotnostnu konccntraciu olova a kad­
mia v roztoku vzorky (gil) met6dou analytickej krivky. 

ChemikaJie a roztoky. Standardny roztok dusicnanu olovnateho c[Pb(N0 3) 2l = 0.00 I mol/1; 
standardny roztok dusicnanu kademnateho c[Cd(N0 3h] = 0,00 I mol/1 ; zakladny elcktrolyt octanory 
tlmiv}r roztok s pH = 4,7 . 

Poufite pristroje a podmienky polarografickeho merania. 

Polarograficky analyzator PA-4 s XY -zapisovacom: 

- prepinac funkcii v polohe DPP, 

- riadeny eas kvapky FS DPP, 

- amplituda superponovaneho pulzu 50 mY. 

- r)ichlost' narastu polarizacneho napatia 20 mY/s. 

Elektr6dory system: indikacmi - staticka ortut'ova clektrooa, rcferencna nas)iterui kaJomclova clektr6da. 
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Pracovny postup. Do piatich 100 m1 odmemych baniek odmeriame postupne 4, 5, 6, 7, 8 mJ 
standardncho roztoku dusicnanu olovnateho, ako aj rovnaky objem standardncho roztoku dusicnanu 
kademnateho. Do d'alscj I 00 ml odmemej banky prcncsicmc kvantitativne vzorku. Potom do vsetkych 
siestich odmemych baniek pridamc 10 ml octanovcho tlmivcho roztoku a doplnime vodou po znacku . Po 
odstraneni kyslika dusikom registrujcme DPP polarogramy podfa uvedenych podmienok. 

Vyhodnotenie merania. Zmcriamc v)'sky pikov standardnych roztokov a zostrojime graf zavislostt 
vysky piku od koncentracie stanovcncj latky. Zmeriame v}'sku piku stanovovanej latky a z analytickej 
krivky prian1o odcitan1c koncentr<iciu . 
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4. NUKLEARNE ANALYTICKE METODY 

4.1. IDENTIFlKACIA RADIONUKLIDOV MERANIM SPEKT RA 
BETA ZIARENIA 

4.1.1. Vseobecna cast' 

Beta rozpadom naz)rvame take premeny jadra, pri ktorych vznika vzajomna premena nuklc6nov 
tvoriacich jadro. Ide o negatr6novti prcmenu, pozitr6novti premenu, rcsp. o elek'tr6novy zachyt. Ncga­
tr6nova a pozitr6nova premena je sprevadzana vysiclanim ncgatr6nu. rcsp. pozitr6nu z jadra. Pri kazdej 
z tychto premien sa vZdy uvol'nujc konstantne mnozstvo energie. ktoru si odnasaju castice vysielane 
z jadra vo forme ich kinctickej energic. No na rozdiel od alfa ziarenia, ktore je monoenergeticke, 
pozorujeme pri beta ziareni polyenergeticke spektrum. prctoze sueasne s beta casticou sa z jadra vysiela 
eastica neutrino ( v) a uvol'nem\ energia sa rozdcl"ujc medzi tieto vytarovanc castice. Sumarnu energiu 
cychto eastic (napr. e- a v). vyziarcn):ch pn .rcdnom rozpade, nazyvame maxinuilnou energiou 

Enun = E. + Ev 

a zodpoveda energi.i uvol'nenej pri dancj jadrovej premene. Tato energia je charakteristicka pre ten­
ktory typ premeny daneho radionuklidu. Na zaklade stanovenej hodnoty Emax m6zcmc (ak stanovime aj 
polcas rozpadu) zist'ovat', resp. dokazovat' pritomnost' alcbo cistotu rMionuklidu v skumaneJ vzorke. 
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Obr. 28. Energeticke spektrum ziarenia 3~p 
N - relativny poret impulzov. MeV - energia beta castic 

Energcticke spektrum vysielanych negatr6nov rna spojity charakter a vyskytuju sa tu s roznou 
pravdepodobnost'ou nega"tr6ny od nulovej energie ai po maximalnu energiu . Na obr. 28 je uvedeny 

priklad energetickeho spektra negatr6nov vznikajucich pri rozpadc ~i p~~i S , ktoreho rozpadova 

schema je znazornena na obr. 29. Pocet negatr6nov s minimalnou (nulovou) a maxi.malnou energiou 
(E,,ax = 1,72 MeV) sa bude blizit' k nule. Maximum na krivke (pri cnergii E- 0,5 MeV) zodpoveda 

78 



najvacsej,pravdepodobnosti, ze negatr6n z jadra bude mat' tuto en,ergiu. PriemerntJ energiu uvol'nenycb 
negatr6nov naz}rvame strednou e,nergiou a rovmi sa priblizne.jednej tretine maximalnej' energie 

E- £max =--
3 

Pri negatr6novom rozpade mozeme nickedy pozorovat' aj viae skupin beta castic s roznou maximal­
nou energiou . Ako priklad spomcnieme beta premcnu 59Fe (obr. 30). Vznikajtt tu dve skupiny beta 
castic s Ema.~ = 0,26, rcsp. 0,46 MeV. Ked'ze v)tsledny nuklid 59Co je v rozne excitovanom stave, 
prebytocnej energie sa potom zbavuje vyziarenim gama kvant s roznou energiou (1 ,3, resp. 1.1 MeV). 
Cclkove cnergeticke spcktrum beta castic uvol'nenych pri beta premene 59Fe je uvedene na obr. 3 1. 
Sumamu krivku mozno rozdelit' na dve skupiny s roznou hodnotou Emax. 

} 1Jf*V 

:scttabiiJ ~Co fstDbil) 

Obr. 29. Rozpadova schema 32p Obr. 30. Rozpadova schema 59Fc 

Pomocou nukleamych spektromctrov mozno maximalnu energiu beta ziarenia a cclkov)' priebeh 
spektra urCit' s vysokou prcsnost'ou . Preto by tato met6da bola vel'mi vhodna aj na identifikaciu 
nidionuklidov. Potrebne zariadcnia su vsak pomeme komplikovane avo vacsine laborat6rii nie Sll k dis­
pozicii ; na meranie sa vyzaduje - vzhl'adom na maly podiel detegovanych castic - pouzit' vzorky 
s vysokou aktivitou. 

Obr. 31. Energetickc spcktrum beta castic 59Fe 

Met6dy su zalorene na uplnom pohlteni energie beta eastic v krystali scintilatora (najeastejsie antra­
cenovom), resp. v plynncj naplni proporciomilneho pocitaca. Vyhodou t}1chto metod je moznost' merania 
aj pomeme nizko aktivnych prepanitov. V pripade scintilacnej met6dy je moine- zavedenim meranej 
vzorky priamo do oscilatora - odstranit' aj vplyv absorpcie, samoabsorpcie ~ spatneho rozptylu . Tato 
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metOda je vhodnejsia na urcenie vyssich hodnot E,,ax, zatial' co proporcionalna metoda je zasa vhodna 
na urcenie Emax do hodnot 0, I - 0,25 MeV. Aj tieto dvc met6dy su pomeme narocne na pristrojovl! 
techniku . 

U I o h a 2 9 . ldentifikacia spektra 59.Fe, 32p 

Opis pristroja. Spektra meriame na laborat6mej meracej suprave NZQ 605 (obr. 32}, ktora pozosta­
va z blokov)'cb casti: stabilizovanycb zdrojov nizkeho napatia (I a II), zdroja vysokeho napatia (In). 
meraca poeetnosti impulzov (IV), elektronickych stopiek (V), analyzcitora impulzov (VI). riadiaccj jed­

notky (VU), riadenia tlaee (VIII), linearneho zosilnovaca (IX). 

Zapneme meraciu Stlpravu, standard umiestnime do vymedzeneho pricstoru a za dany cas (60s) zmc­

ria.me energcticke spcktmm posunom kanalov analyzatora od I do 99. Rovnak)'tn sposobom meriamc 
zadanu vzorku . 

Postup pri merani. Po prcpojeni meracej supravy na sicf zapnemc vypinac (I), tlacidlom ,start" (2) 

v casti (I) zapneme stabilizova.ny zdroj nizkeho napatia. cim sa rozsvietia dekatr6ny citaca a stopick. 
Scintilacna sondaje kablom pnpojena na koncktor (4) v casti (IX). 

Zapne sa zdroj vysokcho napatia vypinacom (5) a nastavi sa pracovne napatie na detcktor prepinaeom 
(6) v easti (liT). 
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Obr. 32. Laborat6rna meracia suprava NZQ 605 

Na meranie spektier radioaktivneho ziarenia zapneme v casti (VI) druhe t1acidlo 1= (rezim jcdnoka­

nalov)' analyzcitor) a prepinacom (7) nastavime hodnotu 02 (sirka okna). Prepinacom (8) prepiname 
postupne od 0 do 99 na meraci cas, ktor)' si nastavime prepinacom (9) v Ca.sti (V) . V casti (IX) - linear­
ny zosilnovac - prepinaeom (I 0) nastavime derivacnu konstantu I a integracnu konstantu na minimum. 
Prepinac polarity (II) na znamienko (- ). Zosilnenic signalu z detektora sa upravi prcpinacom ( 12) 
podl'a energie rcidioaktivneho ziarenia (najcastejsie na hod.notu 0,2 dB, pripadne vacsiu! V casti (Vlll) 
prepinac (13) prepneme do polohy MAN, prepinac ( 14) a (15) do polohy l . Prepinace riadiacej jed.notky 
(vii) zostavaju pri spektrometrii v predom nastavcnej polohe, prepinac (16) v polohc 1, prepinac ( 17) 
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v polohe NE. Citac (IV) nastavime prepinaeom ( 18) do polohy RUCNE, prepinac ( 19) a (20) do polohy 
VYPNUTO. V priebehu celeho merania pristroj ovladame tlacidlom (21) start. nula. Pred vypnutim 
pristroja najskor znizime vysoke napatie na minimalnu hodnotu pomocou prepinaea (6), prepinac (5) 
dame do polohy 0 a vypneme siet'ov)i vypinac (J). 

Spracova~ie vysledkov. Namcrane v)isleClky zaznamemiva.me do tabul'ky a znazornime grafi.cky (na 
os y nanasamc namcranu pocetnost'. na os·x cisla kanalov analyzatora). 

Na zaver porovnavame pncbehy oboch spckticr z hl'adiska maximalncj a strednej energie. 

Udaje na zostrojenie beta spektier 

Namerana pocctnost' (imp/t) 

Standard Neznama vzorka 

I 

2 

3 

99 

Pracovne napatie: Zosilnenie: 

4.2. IDENTIFIKACIA RADrONUKLIDOV MERANiM SPEKTRA 
GAMA ZIARENIA 

4.2.1. Vseobecna cast' 

Ziarenic gama ma Ciarove spektrum. Pre idcntifikaciu gama zdroja je dolezite urcit' pocet a energiu 
jednotliv)ich ciar - pikov. nachadzajucich sa v mcranom spektre. 

Zmeranim spektra gama ziarcnia neznameho radionuklidu mozeme stanovit' energiu jeho ziarenia co 
umoznuje jeho idcntifikaciu. V pripade zmesneho ziarcnia viacerych radionuklidov zn1cranie Spektra 
umoiiiuje stanovit' energie a aktivity jednotliv)ich zloZiek gama ziarenia. 

Energeticke spektrum gama ziarenia sa zmeria pomocou scintilacneho detektora a amplitudoveho gan1a 
spektrometra. Scintilacny detektor pozostava z gama scintilatora (obyeajne krystal Nalffl), spektromct­
rickeho fotonasobica a predzosilnovaca. Amplirudov)i spektrometer pozostiva zo zosiliiovaca impulzov, 
jedno- alebo viae kamiloveho amplirudovcho analyzatora a poeitaca poeetnosti impulzov, pripadne zapi­
sovaea spektra. 

Scintilacna spektrometria jc zalozena na umemosti medzi vel'kost'ou zablesku v scintilatore a energiou 
ziarenia, ktora tento zablesk vyvolala. Zablesk je fotonasobicom linearne zosilneny a preto v)iska alebo 
vcl'kost' impulzu na v}'stupe fotonasobiea odpoveda energii dopadajucej eastice. 

Pri interpretacii gama spektra treba vziat' do uvahy jeho strukturu v niektor)ich podrobnostiach. Na 
vzniku gama spektra sa zucastiiuju vsetky druhy interakcie gama kvant so scintilatorom (fotoelektricky 
jav, Comptonov rozptyl a vznik elektr6noveho paru). 

Pri fotoelektrickom jave foton strati celu svoju energiu v scintilatore a v)isledkom bude scintilacny 
zablesk umemy energii fotonu. 
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Na krivke zobrazujucej spektrum vznika viac-menej ryrazne m~ximum - fotopik, ~or)' rna v podstate 
tvar Gaussovej krivky. Poloha a vel'kost' piku su zdrojom infonnacie o energii a i.ntenz.ite fot<?nov. 
Fotopi.ky su dominantnou zlozkou gama spektra. Pri Comptonovom rozptyle sa len Ca,st' cnergie fot611u 
odovzda elektr6nu. Comptonov elektr6n je zabrzdeny v scintilatore a rozprylene gama ziarenie moze byt' 
absorbovane fotoelektrickY"m javom, alebo more opustit' krystal. Ak nastane PrvY pripad, fotoelek­
trick)fm javom prejde ce1a energia fot6nu na elektr6n, cim prispieva k tvorbe spektra vo fonne fotopikU. 
Ked' nedochadza k d'a1sej interakcii, na tvorbe spektra sa Zlieastiiuju len Comptonove e1ektr6ny, ktorych 
cnergia sa pohybuJC od nu1y po urCitU max.imalnu hodnotu danu vzfahom 

4E2 

E = - ­
c 4£ + 1 

kde Ec je energia Comptonorych elektr6nov, E - energia povodneho gama ziarenia. 

Vysledkom budc siroke Comptonove kontinuum v gama spcktrc, cncrgeticky ni.Zsie ako fotopik . 
Comptonove kontinuum sa konci pred fotopikom Comptonovou hranou, ktora zodpovcda energii danej 
uveden)'rn vzt'ahom. 

Podobne i vznik elektr6noveho paru, ktory sa s urcitou pravdepodobnost'ou uplamuje pri E > 1,02 MeV, 
moic sa zueastiiovat' na tvorbe spektra dvoma sposobmi: 

a) energiou vzniknutebo ncgatr6nu, 

b) energiou fotoe1ektr6nu vytvoreneho z fot6nu, ktory vznikol spatnou anihilaciou. 

... 

enihilatny pil< 
~ 0,51 MeV 

fotoplk 1 .0 MeV 

Comptonov 
plk 

Comptonova hrana 
(0,8 M&V) 

~ 

E[MeV) 

Obr. 33. Zmizomenie interaktnych dejov vysokoenergetickeho gama 
ziarenia pri merani scintilatnym detektorom 

Takto vznika pik tvorby parov. Ak dany radionuklid emituje rontgenove ziarenie, pris1ucha jeho 
energii fotopik, podobne ako v pripade gama kvant. Vsetky tieto efekty su znazornene na obr. 33. 

Aktivita skUmaneho radionuklidu sa more vyhodnotit' na zaktade niektoreho z jeho fotopikov. Mo.ZOo 
merat' plochu fotopikov alebo presne vymedzenej easti fotopikov. PretoZe spektni skUmanycb vzoriek su 
suctom spektier roznych rlidionuklidov, Uloha kvantitativneho a kvalitativncho vyhodnotenia sa komplikujc. 

Urcenie energie ziarenia spolu s po1easom rozpadu radionuklidu umoznuje presnu identifikaciu radio­
nuklidu . 
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U I o h a 3 0 . ldentifikacia spektra 59Fe 

Opis pristroja. Spcktra zmeriamc na scintilacnom amplirudovom spektrometri NZQ 714 T (schema 
obr. 34), ktory pozostava z blokov)ich casti : stabilizovaneho zdroja napatia (I), zdroja vysokeho napatia 
(II), lineameho zosiliiovaea (III), anaJyzatora impu1zov (TV), meraca poeetnosti impulzov a casoveho 
spinaca (V). dckad meraca poeetnosti impulzov (V[). 

,rv / Y' 
I t!i I 

!d7
ol' ~J o lO 0 0 0 

14 " 

~11 lO 0 0 0 
Otz ~ 20 c::& 00 

o"tJ ~4 

Og 0 q 
'o !8 ·o- 3 

·S 0 ~ 
I I NZO 714·T j <>1 

/l 1,, II II I. 

Obr. 34. Laborat6rna meracia suprava NZQ 714 T 

Zapneme meraciu supravu, standard umiestnime do vymedzeneho priestoru a za dany eas zmeriamc 
energeticke spektrum posunom kamilov analyzatora od I do 99. Rovnak}m sposobom meriamc zadanu 
vzorku. 

Postup pri mer ani. Zapneme siet'ovy spinae (I). stlacime tlacidlo start (2), prepinac (5) nastavimc do 
polohy + a pomocou prepinacov {3) nastavime poiadovanu hodnotu vysokeho napatia. ktore sa 
kontroluje na meracom pristroji (4). Na vstup (7) je pripojena meracia sonda. Dcrivacntl konstantu (8) 
nastavime na hodnotu 20 ~. utlm (9) na 40 dB a diskriminacnu uroven (10) na hodnotu l. Na pancli 
(IV) zat1acime druhe tlacidlo (11), na regulatore (12) nastavime uroveii 02 a regulator (13) postupne 
posunujeme od I do 99. Prepinac ( 14) dame do polohy meranie. TlaCidlami stop a nula (18) pripravime 
pristroj na hodnotu vyp a na prcpinaCi (20) nastavime vyiadovantl dobu merania. Po stlaecni tlacidla 
start ( 18) pristroj automaticky meria poectnost' prisluchajucu skUmancj vzorke a nastavenemu kanruu . 
Pred vypnutim pristroja najprv znizirne vysoke napatic na minimalnu hodnotu a potom vypneme siet'ovy 
vypinac ( L). 

Obr. 35. Vyhodnotcnie plochy piku 

Spracovanie vysledkov. Namcranc vysledky zapisujcrne do prislusnych tabu1iek. Fotopik 59Fe rna 
energiu 1,2 MeV . 
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Udaje na zostrojenic gama spektier 

Standard 59Fe Neznarna vzorka 

Kana! c. Pocet impulzov za eas 1 Poeet impulzov za cast 

1 

2 

3 

99 

Pracovne napatie: Zosilncnic: 

Plocha fotopiku standardu WFc: P1 = cm2
; K 1= 

Plocha fotopiku nezn;imej vzorky: P1 = cm2
: 

Aktivita standardu wf e: A,= Bq 

Aktivita nezncirnCJ vzorky: Ax== As. K 1 = Bq 

1. V spektre 59Fe a vzorky posledny fotopik extrapolujcmc k osi t1seCiek podl'a obr. 35. Urcimc 
spoeitanim vyciarkovane plochy. Urcime pomer plochy fotopiku standardu (P1) a vzorky (P2) 

2. Hodnotou K , vym\sobime vsetky hodnoty spektra standardu 59Fe a ziskane hodnoty oclpocitan1e od 
hodnot spcktra vzorky. 

3. Yypocitame aktivitu z hodnoty standardu podJ'a vzt'ahu 

kde As je aktivita standardu v Bq. 

Na zaklade v)'sledku urobime zavcr o identitc spekticr. 

4.3. AADIONUKLIDOV A RONTGENOVOFLUORESCENCNA ANALYZA 

4.3.1. Princip metody 

Rontgenovofluorescencna analyza sa zakJacta na interakcii ziarenia s analyzovanou hitkou a na merani 
intenzity ziarenia vysielaneho stanovovanou zloZkou. Tento postup patri medzi modeme met6dy instnt­
mentalnej analyzy. Vyznacuje sa rychlost'ou a presnost'ou pri analyze hitok s r6znym zlozenim a roz­
licnou fyzikalnou struktUrou . Je to metoda prvkovej analyzy. 

V dosledku interakcie vhodneho ziarenia s analyzovanou vzorkou jej stanovovana zlozka vysiela ront­
genovofluorescencne Ziarenie. Encrgia ziarenia je charakteristicka pre emitujuci (v tomto pripade stano­
vovany prvok) a hustota toku castic je umema mnozstvu stanovovanej zlozky v analyzovanej vzorke. 

lnterakcia nizkoenergetickeho elektromagnetickeho ziarenia (< 100 keY) s latkou, ktorou ziarenie 
prechadza, rna prcvaZile povahu fotoelektrickeho javu. 
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Za predpokladu, ze fot6n ma dostatocnu cnergiu, vyraz.a z at6mu absorbujucej latky elektr6n, spra­
vidla z K-hladiny. Pravdepodobnost' interakcie s K-elektr6nom je relativne vel'ka pre tie fot6ny, ktorych 
energia presahuje vazbovil energiu na K-vrstve. Zvysok interakcie sa cyka L-elektr6nov. Upnizdnene 
miesto na K-vrstve, pripadnc L-vrstve sa zaplni clektr6nom z niektorej vysscj kvantovanej hJadiny. Prc­
skok elektronu zo vzdialenejsej hladiny na niektoru vnutomu hladinu je spaty s vyslanim charak-teris­
tickcho rontgcnoveho ziarcnia - fluorescencncho ziarcnia. 

Medzi energiou emitovaneho rontgenoveho ziarenia Ka-serie s prot6nov)rm cislom vyi.amjuceho 
prvku (Z) plati vzt'ah, ktory odvodil Moseley 

ff = 0,874 (Z- 1,13) 

kde v jc kmitopoeet fluorescencneho ziarcnia a Rk je Rydbergova konstanta. 

At6movc clslo 

Obr. 36. Graficke V)~adrcnic Mosclcyovho vzt'ahu 

Graficke vyjadrenie Moscleyovho vzt'ahu je na obr. 36. Podl'a energie cmitovaneho rontgenoveho tluore­
scencneho ziarenia sa more urcit' prvok, z ktorcho at6mu prislusne energeticke kvantum pochadza. Cha­
rakteristicke rontgenove spektrum skUmanej vzorky obsahuje jednotlivc Ciary rontgenoveho spektra prvkov 
pritomn)rch vo vzorke. Intenzita ciar je podmienovana koncentraciou prislusnych prvkov vo vzorke. 

Ionizacia na K-vrstve moze nastat' napriklad oziarenim prvku gama ziarcnim vhodnej energie. Pri 
ofarovani latky opisany proces bude nepretrzitc prcbiehat' a prvok bude stale vysielat' rontgcnovo­
tluorescencne ziarenie o energii, ktora mu prislucha podJ'a Moseleyho zakona. lntcnzita tohto Ziarenia 

bude t}rm vacsia, cim vacsia jc koncentnicia vybudcneho prvku v ozarovanej latke. Zmeranim intcnzity 
tohto ziarenia teda mozeme prvok stanovit'. 

Na obr. 37 vidime rontgeoovotluorescencne spektra latky obsabujucej zinok v roznych koncentra­
ciach. Vysielane Z.iarenie rna energiu Et a so stupajucimi koncentniciami Zn stupa jeho intenzita, 
merana vo vyznacenej casti spektra. 

U I o h a 3 1 . Stanovenie ulinnych zloziek lie~iv 

Opis pristroja. Laborat6rna meracia suprava NZQ 717 T s poeitaeom impulzov je urcena na mera­
nie jednotliv)ich vzoriek radioaktivnych latok. Moze sa pouzit' v spojeni so scintilacnou sondou, GM 
trubicou alebo prietokov)im poeitaeom. Pozostciva z blokov)ich casti (obr. 38): stabilizovaneho zdroJa 

napatia (1), stabilizovaneho zdroja napatia (II), meraea pocetnosti impulzov (Ill), stabilizovaneho zdroja 
vysokeho napatia (IV), lineameho zosilnovaca (V), amplitt'1doveho analyzatora impulzov (VI) pocitaca 
impulzov (VII), meraca easu (Vfll). 
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Obr. 37. Rontgenovonuorcscencnc spckt ra latok obsahujucich zinok, 
vybudene pomocou radionuklidovcho t.droja Z3

8Pu. Kolmicamj s(J 
vyznacene hranice vyhodnocovancj easti spcktra. l - vzorka neobsa­
hujtica Zn. 2 - vzorka s obsahom I % Zn. 3 - vzorka s obsahom 
2 % Zn, EK- energia nuorcsccncneho i iarcnia Zn 

Postup pri merani. Zapneme siet'ov)' vypinac ( I). stlacimc tlaCidlo start (2) - spnivnu Ci1mosl' signa­
lizuju rozsvietene tlejivky, prepinac VN (8) nastavime do polohy + a pomocou prcpinacov (6) a (7) 
nastavime poiadovane vysoke napatie. hodnota ktoreho sa ukaze na meracorn pristroji (9). Na vstup 
(1 0) jc pripojemi meracia sonda. Derivacnu konstantu (11) nastavime na hodnotu 20 f.lS, utlm (1 3) na 
10 dB, diskriminacnu uroven (14) na hodnotu Z 9. Na paneli (VI) zatlacimc druh6 tlacidlo (16), urovcn 
I pomocou prepinaca (17) na hodnotu 02 a tiroveri 2 prepinacom (15) postupnc od hodnoty 0 po 99. 
Prepinac (21) dame do polohy rucne, predvol'bu impulzov (22) do polohy vypnuto. Funkciu stop. stan. 

nula signalizuju tlejivky ( 19), ktorc ovlcidan1e tlacidlom (20). Po sdaccni tlacidla (20) pristroj automa­
ticky zaznan1enava poeetnost' prisltichajticu skumanej vzorke na dekatr6noch (18). Uvedene tlaCidlo 
sluzi aj na pripadne zastavcnic pristroja a vynulovanie meraca ( 18). Pomocou prepinaca (25) nastavime 
potrcbny eas merani, ktory postupne po zapnuti pristroja narasta na dekatr6noch (23). Pred vypnutim 
pristroja najskor znizime vysoke napatie na mininullnu hodnotu pomocou prepinacov (6) a (7}, prepinac 
(8) dame do polohy 0 a vypneme siet'ov)1 vypinac (I). 
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Obr. 3&. Laborat6ma meracia stiprava NZQ 717 T 
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Pracovny postup. V usporiadani podl'a obr. 39 na analyzovanu latku (2), umiestnenu vo vzorkovnici 
( I) dopada ziarenie z radionuklidoveho zdroja (3). Vzniklc rontgenovofluorcscencne ziarenie je detcgo­
vane scintilacnym detektorom (4). Pouzicy nidionuklidov)' zdroj je tieneny Pb-krytom, ktor)' zabranuje 
oziareniu detektora. Dctektor je pripojeny na gama spektrometer. 

Do vzorkovnicc dame latku, ktoni obsahuje analyzovany prvok v najvyssej koncentracii. Zmcriamc 
spektrum tluorcsccncneho ziarenia tejto vzorky. Kana! spektrometra nastavimc trvalo do polohy odpo­
vedajucej encrgii rontgcnovofluorcscencneho piku stanovovaneho prvku. Zvolime maximalnu sirku 
kanala spcktromctra. Tym smc nastavili spektromctcr na meranic intenzity ziarenia v celej encrgetickej 
oblasti vyznacenej kolmicami na obr 37. t. j . na meranie temer vsetkych kvant rontgenovofluores­
cencneho ziarenia. 

4 

Obr. 39. Geomctricke usporiadanjc pri radionuklidovej rontgcnovo­
fluoresccntncj analyze 
I - vzorkovnica, 2 - mcrana vzorka, 3 - nidionuklidov)' zdroj, 
4- dctektor charakteristickeho ziarcnia (scintilacna sonda) 

Pri takto nastavenom spektrometri meriamc postupne intcnzitu rontgenovofluoresccncneho ziareni2. 
standardnych i nezmi.mych vzoriek. Vzorkovnice pritom naplnime tak, aby mcrana Iatka tvorila vrstvt1 
hrubu aspon 2 em. Fluorcsccncne ziarenie totiz vznika hlavne na povrchu vzorky obratenom k ziaricu. 
pretoze do hlbsich cast! budiace ziarenic neprenikne. Dobu mcrania volime tak. aby pocty impulzov boli 
vacsie ncz 100 000. Pre kaide meranie vypocitame statisticku chybu. 

Z nameranych hodnot zostrojime analytickU krivku (obr. 40) a z ncj odcitamc koncentraciu nczna­
mych vzoriek. 

Spracovanie vysledkov. Nameranc spektrum vyhodnotime podl'a obr. 40. Vysledky merania vzoriek 
zostavime do tabul'ky: 

Analyzovana Iatka: 

Stanovovany prvok: 

Pouzit)i ziaric: 

w % stanovovaneho Cas merania t(s) Pocet impulzov za Statisticka cbyba 
prvku CaS (t) merarua 

Z tabul'kov),ch hodnot zostrojime analyticku krivku. Odcitame koncentn'lcie neznamych vzoriek. Zo 
statistickej chyby merania a zo strmosti analytickej krivky urcime chybu anal)'zy. 
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Obr. 40. Analyticka knvka V)jadmjtJca zavislost' namcrancj pocet­
nosti impulzov od obsahu Zn vo vzorke 
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