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POLARIMETRIE

Polarimetrie je optická metoda založená na interakci polarizovaného světla s opticky aktivní látkou.
Patří mezi metody, při kterých nedochází k výměně energie mezi látkou a zářením. Principem
polarimetrie je využití schopnosti opticky aktivních látek stáčet rovinu polarizovaného světla doprava
nebo doleva.

Opticky aktivní látky

 jsou látky, jejichž molekuly nemají rovinu ani střed
souměrnosti

 nelze je ztotožnit s jejich zrcadlovým obrazem
 jedná se většinou o organické látky
 obsahují v molekule asymetrický (chirální) uhlík

Paprsek světla má elektrickou a magnetickou složku

 elektrický vektor (E) kmitá v polarizační rovině
magnetický vektor (M) kmitá v rovině kolmé na polarizační

rovinu
roviny se protínají

v přímce (z) určující
směr toku

Nepolarizované záření kmitá v nejrůznějších směrech
kolmých na směr toku.

Lineárně polarizované záření, kmitající pouze v jedné rovině,
vzniká po průchodu polarizačním zařízením.

Úhel otočení roviny polarizovaného světla a fázový rozdíl je tím
větší, čím více molekul opticky aktivní látky stojí v cestě paprsku.
Pro úhel otočení roviny polarizovaného světla (a) platí vztah:

Využití polarimetrie
 polarimetrie je metoda, která nachází uplatnění v určení
totožnosti látky, kontrole čistoty látky, využívá se i při měření
koncentrace
příklad využití v potravinářském průmyslu

• stanovení laktosy v mléce
• v cukrovarnictví stanovení sacharosy

Obr. 7: Vorlová a kol. (2014)
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Obr. 2: Polarimetr (www.kruess.com)
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Obr. 1: Paprsek světla 
(Vorlová a kol., 2014)

Autoři: Tereza Paterová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

Polarimetr

přístroj pro měření optické otáčivosti

 součástí konstrukce jsou Nicolovy hranoly (islandský vápenec)

 jako zdroj záření se používá sodíková nebo rtuťová výbojka
 v polarizátoru (1. Nicolův hranol) dochází k rozdělení

nepolarizovaného světla na dva rovinně polarizované
paprsky, kmitající v rovinách na sebe kolmých

- řádný paprsek (odráží se řezem polarizátoru mimo dráhu a je 
pohlcen v černém nátěru objímky hranolu)

- mimořádný paprsek (postupuje  polarimetrem  dále přes 
kyvetu se  vzorkem  a dopadá  na analyzátor (2. Nicolův hranol)

Obr. 4: Subjektivní polarimetr 
(Urbánek, 2008)

Obr. 5: Stupnice polarimetru
(Exacta a Optech)

Obr. 6: Vznik lineárně polarizovaného záření průchodem paprsků Nicolovým hranolem (Cídlová, 2014)

1 – vstupující nepolarizovaný paprsek, 2 – řádný paprsek,
3 – mimořádný paprsek, 4 – směr optické osy krystalu islandského vápence 

Schéma polarimetru

..

Obr. 3: Zorné pole polarimetru během měření

http://www.ped.muni.cz/wchem/sm/hc/fchlab/polarimetr.htm
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REFRAKTOMETRIE

Refraktometrie patří do skupiny optických metod, při kterých nedochází k výměně energie mezi
látkou a zářením. Principem je měření indexu lomu při refrakci paprsku dopadajícího na fázové
rozhraní.

Mohou nastat dva jevy

REFLEXE (ODRAZ)

úhel dopadu paprsku a se rovná úhlu odrazu a´

REFRAKCE (LOM)
 při průchodu paprsku do jiné fáze nastává jeho lom

v důsledku rozdílné rychlosti světla v obou fázích
 pokud paprsek přechází do fáze, ve které je proti původní

fázi rychlost světla nižší, nastává lom ke kolmici (úhel lomu
b je menší než úhel dopadu a)

 v opačném případě nastává lom od kolmice

Obr. 5: Zorné pole refraktometru
Urbánek (2008)

Obr. 1: Odraz a lom paprsku světla (Vorlová a kol., 2014, upraveno)

Obr. 4: Schéma Abbeho refraktometru
(Kalous a kol., 1987)

Autoři: Veronika Němcová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

Refraktometr

přístroj pro měření indexu lomu
dle typu se dělí na suchý (Abbeho) a ponorný
podstatou měření je zjištění mezního úhlu lomu

- maximální možný úhel lomu, když úhel dopadu je 90°
Rozhraní mezi osvětlenou a neosvětlenou částí sledujeme
v refraktometru.

Obr. 2:  Lom paprsku světla od kolmice a ke kolmici (Nevřivá, 2011, upraveno)

Abbeho refraktometr

..

Index lomu

 fyzikální bezrozměrná veličina
 charakterizuje prostředí, ve kterém se šíří světlo
 závisí na vlnové délce a teplotě
udává poměr rychlostí světla v obou fázích

absolutní relativní

Snellův zákon (změna směru průchodu paprsku prostředím)

sklo
vzduch

vzduch
sklo

Obr. 3: Abbeho refraktometr 
http://eluc.cz/uploads/images/13315/content_r
efraktometr.jpg

Využití refraktometrie

 kontrola čistoty látek v tuhé a kapalné fázi
určování složení binárních směsí látek
 stanovení obsahu jedné látky ve směsi (např. voda v medu)
 kvantitativní analýza dvousložkové, popř. třísložkové

soustavy (využití kalibrační přímky)
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SPEKTROMETRIE

Spektrometrie patří mezi optické metody, při kterých dochází k výměně energie mezi
stanovovanou látkou a zářením a je možno pomocí ní stanovit koncentraci dané látky. Podstatou
spektrometrie je absorpce, případně emise elektromagnetického záření atomy nebo molekulami.
Mezi nejpoužívanější patří metody absorpční.

Atomová absorpční spektrometrie

 vhodná pro kvantitativní analýzu asi 60 - 70 prvků,
převážně kovů s citlivostí od setin do stovek ppm

 měření absorpce elektromagnetického záření v rozmezí
vlnových délek 190-850 nm volnými atomy

 volné atomy jsou schopné absorbovat záření takových
vlnových délek, které samy vyzařují → čárová spektra

 nutnost převedení analyzované látky na volné atomy v plynné
fázi – atomizace vysokou teplotou (2000 - 3000 K)

 podle způsobu atomizace se dělí:
plamenová AAS (F-AAS)
elektrotermická AAS (ET-AAS)
atomizace po konverzi prvku na těkavé hydridy (Hg-AAS)

(http://www.jandur.cz/optics/vd/vd1.htm)

Autoři: Tereza Paterová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

Schéma jednopaprskového (a) a dvoupaprskového (b) atomového
absorpčního spektrometru

..

 po zmlžení roztoku je vzniklý aerosol zaveden do plamene
(nebo grafitového atomizátoru), kde se roztok odpaří a
rozruší se chemické vazby v molekulách přítomných
sloučenin

 fotony paprsku světla ze speciální výbojky jsou při interakci
s atomy stanovovaného prvku v roztoku vzorku absorbovány
a atom prvku přechází do vybuzeného stavu

 dochází k úbytku intenzity procházejícího světla, který se
měří

 úbytek intenzity záření je dán Lambert-Beerovým zákonem

Obr. 1: (cheminfo.chemi.muni.cz/chem_sekce/predmety/C7300/AAS/aas.doc)

A absorbance
l0 intenzita monochromatického záření před vstupem do vzorku 
l intenzita monochromatického záření po průchodu absorbujícím prostředím
α atomový absorpční koeficient pro danou absorpční čáru
n počet atomů analyzovaného prvku v jednotce objemu
l délka absorpční vrstvy

Molekulová absorpční spektrometrie

 absorpce elektromagnetického záření molekulami nebo ionty
v roztoku

 kvalitativní, častěji kvantitativní stanovení látek

 určení změny intenzity světla při průchodu vzorkem
při charakteristické vlnové délce (ultrafialová, viditelná a
infračervená oblast spektra)

 řídí se Lambert-Beerovým zákonem

Vyhodnocení se 
provádí na principu:

• kalibrační přímky

• standardního přídavku

IR spektrometrie (780 nm – 1 mm)

 změny vibrační a rotační energie molekul

UV-VIS spektrometrie (200 – 780 nm)

 absorpce záření souvisí s přechodem valenčních elektronů
mezi dvěma i více energetickými hladinami v molekule

 excitovaná molekula přechází do základního stavu – zářivá
energie se mění v energii tepelnou

 absorpční spektrum – závislost absorbance na vlnové délce

 absorpční maximum používáno pro vlastní stanovení
analyzované látky

 koncentrace neznámé látky se stanoví

• metodou kalibrační přímky

• metodou přídavků standardního roztoku

• výpočtem z Lambert-Beerova zákona

• porovnáním absorbance vzorku a standardu

 UV-VIS spektrometr se skládá:

• zdroj záření deuteriová lampa (UV)

wolframová nebo halogenová žárovka (VIS)

• monochromátor (hranol nebo mřížka)

• kyveta na vzorek

• detektor

Schéma jednopaprskového (a) a dvoupaprskového (b) UV-VIS spektrometru
(http://old.vscht.cz/anl/matejka/2012-ACH1-9-spektra-molekuly-UV.vis.pdf)

Práce vznikla za finanční podpory  projektu  IVA  VFU Brno č. 2015FVHE/2340/58 .

POTENCIOMETRIE

Potenciometrie je elektrochemická metoda založená na měření rovnovážného napětí galvanického
článku, který se skládá z měrné (indikační) a srovnávací (referentní) elektrody. Potenciál měrné
elektrody závisí na koncentraci sledované látky, zatímco potenciál srovnávací elektrody je konstantní.
Rovnovážné napětí, které je rozdílem těchto dvou potenciálů, je mírou koncentrace sledované látky.

Potenciometrie je:

 kvantitativní metoda,

 kde chemické reakce probíhají dostatečně rychle

 na základě definovaných stechiometrických vztahů, bez
vedlejších reakcí

Elektrodový děj

 oxidačně-redukční reakce (na anodě dochází k oxidaci a na katodě k redukci)

Nernstova rovnice

Analytické využití

 přímá potenciometrie

o měrná elektroda, jejíž potenciál závisí na koncentraci
iontů, které chceme stanovit, se doplní srovnávací
elektrodou

o ze změřeného napětí článku se přímo určí obsah
stanovované látky

o stanovení pH, amoniaku pomocí ISE

 potenciometrická titrace

o sledování závislosti napětí vhodně sestaveného článku
(elektrod) na objemu přidávaného titračního činidla

o z titrační křivky se vyhodnotí bod ekvivalence

o stanovení obsahu NaCl

Obr. 1: Potenciometrická titrační křivka               1. derivace
(Vorlová a kol. 2014)

Autoři: Veronika Němcová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

Elektrody prvního druhu (indikační)

 tvořeny prvkem a jeho iontem obsaženým v roztoku

dělí se na kationtové a aniontové

o kovové

kovový kation + n e- kov

Ag+ + e- Ag

o vodíková

o chlorová

Elektrody druhého druhu (referentní)

 tvoří je kov pokrytý vrstvičkou své málo rozpustné soli a
ponořený v roztoku anionů této soli

o argentchloridová

AgCl + e- Ag + Cl-

o kalomelová

Hg2Cl2 + 2e- 2Hg + 2 Cl-

o merkurosulfátová a antimonová

Elektrody redoxní

potenciál je ovlivněn oxidoredukčními poměry v roztoku

 tvořena ušlechtilým kovem (platinový nebo zlatý plíšek)
ponořeným do roztoku obsahujícího oxidovanou a
redukovanou formu redoxního systému

o platinová

Fe2+ Fe 3+ + e-

Speciální elektrody

potenciál těchto elektrod se ovlivňuje různě

 většinou měří pouze jediný ion

označení jako iontově selektivní elektrody (ISE)

o skleněná

o s kapalnými membránami

o s tuhými membránami

o plynové

o enzymové

..

Obr. 2: Stříbrná elektroda 
(Šucman a Bednář, 1995)

Obr. 4: Schéma kombinované skleněné elektrody
(Klouda, 2003)

Obr. 3: Argentchloridová a kalomelová elektroda 
(Klouda, 2003)
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VOLUMETRIE – ODMĚRNÁ ANALÝZA

Volumetrická (titrační, odměrná) analýza je způsob kvantitativního určování látek, při němž k roztoku
látky, jež se má stanovit, přidáváme z byrety roztok odměrného činidla se známou koncentrací
účinné látky, tj. titrujeme tak dlouho, až děj, který je podkladem určení, právě kvantitativně proběhne.
V tomto okamžiku je dosaženo bodu ekvivalence

Volumetrie je:

 kvantitativní metoda,

 kde reakce probíhají dostatečně rychle na základě
definovaných stechiometrických vztahů

 poměry reagujících látkových množství jsou dány poměry
stechiometrických koeficientů.

Bod ekvivalence

 tzv. inflexní bod titrační křivky
 stav, při němž látkové množství přidávaného titračního činidla

je chemicky ekvivalentní látkovému množství stanovované
látky

určení bodu ekvivalence je možné:
• subjektivně

o vizuálně (autoindikace u manganometrie)
o vizuálně pomocí indikátorů

• objektivně
o instrumentálními metodami měřením

fyzikálně chemické veličiny

Tabulka 1: Příklady acidobazických indikátorů
(Blatská a kol., 2014) 

Autoři: Veronika Němcová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

Acidobazická (neutralizační) titrace

podílejí se na ní proteolyty, tj. elektrolyty, které jsou schopny
vázat proton (báze) nebo jej odštěpovat (kyseliny)

dvě sloučeniny, jejichž vzorce se liší pouze o jeden proton,
tvoří konjugovaný pár

dělíme je podle povahy na činidla
o alkalimetrie (titrace roztokem báze)
o acidimetrie (titrace roztokem kyseliny)

 volba indikátoru je dána očekávaným pH v bodě
ekvivalence, které musí být ve funkční oblasti pH, které
odpovídá barevné změně indikátoru

..

http://www.bgml.chytrak.c
z/aparatury/titrace.jpg

http://www.wikiskripta.eu/images/9/93/Titra%C4%8Dn%C3%AD_k%C5%99ivky.png

Reakce:
• silné kyseliny se silnou zásadou (oranžová)

• silné kyseliny se slabou zásadou (žlutá)
• slabé kyseliny se silnou zásadou (modrá)
• slabé kyseliny se slabou zásadou (zelená)

Indikátor
Funkční oblast 

pH

Zbarv ení

kyselé formy zásadité formy

thymolová modř 1,2 až 2,8 červené žluté

methyloranž 3,1 až 4,5 červené žluté

methylčerveň 4,4 až 6,3 červené žluté

bromthymolová modř 6,0 až 7,6 žluté modré

fenolftalein 8,2 až 10,0 bezbarvé červenofialové

thymolftalein 9,3 až 10,5 bezbarvé modré

Srážecí titrace

 tvorba málo rozpustných sloučenin

ARGENTOMETRIE

o Mohrova metoda
• přímá titrace chloridů a bromidů roztokem AgNO3

• indikátor chroman draselný

o Volhardova metoda
• nepřímá (zpětná) titrace nadbytečných stříbrných iontů

v kyselém prostředí roztokem thiokyanatanu amonného
• indikátor síran železito-amonný

o Gay-Lussacova metoda
• titrace stříbrných iontů chloridem sodným nebo chloridu,

bromidu nebo jodidu stříbrnými ionty

o Fajansova metoda
• titrace chloridu, bromidu, jodidu nebo thiokyanatanu

dusičnanem stříbrným
• indikátory adsorpční (fluorescein, eosin)

Komplexometrická titrace

 vznik komplexní málo disociované sloučeniny

o chelatometrie (reakce s 2-4 mocnými ionty kovů)

• odměrný roztok chelaton III

• indikátor metalochromní (murexid)

o merkurimetrie (stanovení halogenidů, kyanidů, thiokyanidů)

• odměrný roztok obsahuhe rtuťnaté ionty

• indikátor zákalový (nitroprusid sodný) nebo barevný
(difenylkarbazid)

Redoxní titrace
 výměna elektronů mezi redoxním párem stanovované látky a

odměrného činidla
o manganometrie

• titrace v kyselém prostředí za redukce fialových
manganistanových iontů na bezbarvé ionty manganaté

• v bodě ekvivalence dochází k odbarvení – autoindikace

o jodometrie

o bichromatometrie (titrace dichromanem draselným)

o bromatometrie (titrace bromičnanem draselným)
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EXTRAKČNÍ METODY

Principem extrakční (separační) metody je přechod složky mezi dvěma vzájemně nemísitelnými
fázemi. Analyty se rozdělují mezi tyto fáze na základě různé rozpustnosti (rozdílných rozdělovacích
koeficientů) v použitých rozpouštědlech. Čím větší je rozdíl mezi rozdělovacími koeficienty látek, tím
dokonalejší je jejich oddělení. Cílem extrakce je selektivní až specifické oddělení analytu od
ostatních složek vzorku nebo naopak oddělení rušících složek od analytu.

Extrakce by měla být kvantitativní, rychlá a jednoduchá.

Dělení extrakčních soustav

 podle zúčastněných frakcí

o plyn – kapalina (metoda headspace)

o kapalina – kapalina (metoda LLE)

o tuhá fáze – kapalina (Soxhletova metoda)

o kapalina – tuhá fáze (metoda SPE)

 podle způsobu provedení

o jednostupňová

o mnohostupňová

o kontinuální (Soxhletova extrakce)

 podle charakteru extrahovaných látek

o extrakce organických látek

o extrakce kovových chelátů

o extrakce iontových asociátů

Extrakce kapalina/kapalina (LLE)

přechod rozpuštěné látky z jedné kapalné fáze do druhé

 jedním rozpouštědlem je voda (vodný roztok), druhým
organické rozpouštědlo (s vodou nemísitelné) např. hexan, ether

Nernstův distribuční zákon

 rozdělení sloučeniny mezi dvě nemísitelné fáze tak, že
poměr jejich koncentrací je v obou fázích konstantní

Distribuční (rozdělovací) konstanta

 charakterizuje danou látku v systému voda – organické
rozpouštědlo při určité teplotě a tlaku

 čím je hodnota vyšší, tím je větší podíl složky v organickém
rozpouštědle a naopak

Obr. 2: Typy dělicích nálevek 
http://www.ped.muni.cz/wchem/sm/hc /l
abtech/pdf/ulohy/uloha09.pdf

Autoři: Tereza Paterová, MVDr. Michaela Králová, Ph.D.

SOXHLETOVA EXTRAKCE

 izolace analytů z pevné matrice
metoda kontinuální extrakce
 fáze jsou při protiproudém pohybu neustále v kontaktu

Části extraktoru
 varná baňka
 tělo extraktoru
 chladič

..

Obr. 3: Soxhletův extraktor 
(http://www.velp.com/en/products/li
nes/1/family/50/solvent_extractors/
84/soxhlet_extractors_ser_148_se
ries

Princip/postup
 vzorek je vložen do patrony a

umístěn do těla extraktoru
 varná baňka se naplní

rozpouštědlem a zahřívá
páry rozpouštědla stoupají

postranním tubusem do chladiče,
kde kondenzují

 rozpouštědlo kape na extrakční
patronu

po dosažení hladiny přepadové
trubice, odtéká rozpouštědlo do
varné baňky a cyklus se opakuje

nakonec se rozpouštědlo z varné
baňky vydestiluje

 izolovaná složka zůstává v baňce
(gravimetrické stanovení)

Obr. 4: Soxhletův extraktor
(http://interaktivni-chemie.cz/wp-
content/uploads/23-extrakce.pdf)

PSE – Pressurized Solvent Extraction
PLE – Pressurized Liquid Extraction
ASE – Accelerated Solvent Extraction

 systém tuhá látka – kapalina
 zvýšený tlak (10-15 MPa)
 zvýšená teplota (40-200°C)
 krátká doba analýzy

pevný vzorek je umístěn v
kovové extrakční patroně

 zvýšením tlaku se zvýší bod
varu použitého rozpouštědla

extrakce je účinnější

Výhody metody
 je rychlejší než klasická

extrakce
Menší spotřeba rozpouštědla
 lepší opakovatelnost
 srovnatelná výtěžnost

Obr. 5: Extraktor na principu zvýšeného tlaku a teploty
(http://www.pragolab.cz/fi les/clanky/2015-02/ASE1.jpg)

Extrakce za zvýšeného tlaku a teploty

Obr. 1: Extrakce kapalina-kapalina
Foto: Ústav hygieny a technologie mléka VFU Brno


