Prace s roztoky
Méreni objemu kapalin
Odmérné nadoby a dalsi pomucky v chemické laboratofi

Pri pripravé roztokd a manipulaci s kapalinami pouzivame rizné laboratorni nddoby a pom{cky. Lisi se ic¢elem, k
némuz maji byt pouzity, a pfesnosti. Dodrzeni teploty je dllezité, protoze hustota kapaliny se méni s teplotou.

Porovnejme hustotu cisté vody za rdznych teplot: Pri teploté 4 °C obsahuje jeden litr téméer
presné jeden kilogram cisté vody. S rostouci teplotou hustota klesa, takze pri 20 °C je to uz o

svs

dva gramy méné a pfi teploté 37 °C vazi jeden litr ¢isté vody jen asi 993 gramitl!,

Odmérné nadobi je obvykle kalibrovano pri 20 °C (v USA 25 °C). Kalibra¢ni teplota je vyznacena na kazdé odmérné
nadobé.

Je treba mit na paméti, Ze teplota mnoha roztoki se béhem miseni méni - napr. anorganické
kyseliny a louhy se pri redéni zahrivaji, naopak mnoho soli se pri rozpousteni ochlazuje. Pri
odmérovani a pripravé takovych roztokd tak miZe nepozorované vziknout vyznamna chyba

PomUcky k odmérovani objemu tekutin

Pomticka Obvykly rozsah objemu, Presnost
Erlenmayerova barika, kadinka|5-5000 ml jen orientacni
Odmérna barka 5-2000 ml vysoka
Odmeérny valec 5-2000 ml strednf
Byreta 1-100 ml vysoka
Pasteurova pipeta, kapatko 1-5ml mala
Sklenéna pipeta 1-100 ml vysoka
Automaticka pipeta 5-5000 pl vysoka
Automaticky davkovac 0,1-100 ml strednf
Mikrostrikacka 0,5-1000 pl vysoka
Pistoventilovy davkovac 1-500 ml stfedni

Kadinky

Pouzivaji se k orienta¢nimu stanoveni objem0 kapalin. Kromé hrubého odmérovani objeml slouzi

kaddinky hlavné k rozpousténi latek, redéni kapalin, zahrivani a dalsim laboratornim operacim. Pro "

nizkou presnost méreni se obvykle mezi odmérné nadoby ani neradi.

Odmérné banky a odmérné valce Ll
Kédinka

Odmérné barky a odmérné valce se kalibruji ,,na doliti“, coZ je na nich vyznaceno znackou D podle

¢eského dolit nebo IN podle anglického include. Po doplnéni na prisluSnou rysku mé

kapalina uvnitf nddoby presné uvedeny objem. Prelijeme-li kapalinu do jiné nddoby, urcité b4 =t

mnozstvi zlstane v podobé tenkého filmu ¢i kapek na sténach, takze prelitim preneseme H

mensi nez vyznaceny objem.

Objem se obvykle udava v mililitrech. Pri odmérovani musi nddoba stat na pevné,
vodorovné podlozce. Spravny objem je odméren, jestlize se meniskus kapaliny svym
doInim okrajem dotyka rysky na nddobé. Odmérné vélce slouZi pouze k pribliznému
odmérovani, odmérné banky slouzi k pripravé roztokl o presné koncentraci.

Odmérny vélec a
Byrety, pipety, davkovace a strikacky odmérné barika

Byrety, pipety, davkovace a strikacky odméruji objem kapaliny odebirané do jiné nadoby.

Pipety a byrety jsou obvykle kalibrované , na vyliti“, znacka V podle ¢eského vylit nebo Ex podle anglického
exclude. Kapalina z nich vytekla od prislusnych rysek ma uvedeny objem. Obsah pipety nevyfukujeme, i kdyz
zlstane ve Spicce kapka. S jejim objemem se pri kalibraci pocita.
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= Byrety

Pouzivaji se pfi titracich, nebo tam, kde se opakované odméruje stejny objem kapaliny.
Jedna se o sklenéné nebo umeélohmotné kalibrované trubice uzaviené kohoutem.
Byreta se pomoci drzadku upevni svisle ke stojanu. Pfi uzavifeném kohoutu se opatrné
pomoci nalevky naplni prislusnou kapalinou. Nélevka se odstrani a pootevienim
kohoutu se vypusti takové mnozstvi kapaliny, aby se jeji dolni meniskus dotykal rysky.
Pak je byreta pfipravena k titrovani. Kohoutem se vypousti titra¢ni ¢inidlo a jeho objem

vvvvvv

v M PP . P . Byrety
odecteni objemu. Na byreté se odecita vzdy dvakrat. Poprvé pri urcovani nulove

znacky, podruhé pfi odecitani vypusténého objemu. JelikoZ je odecitdna zména
objemu, nezélezi prilis na zplsobu odecitani. Vzdy je vSak tfeba odecitat stejnym zplsobem.

V rutinnich laboratorich se pouzivaji automatické byrety.

= Sklenéné pipety

VT

jsou nahrazovany poloautomatickymi davkovaci. Objem sklenénych pipet
maze byt rézny, od 1 do 100 ml. Mohou byt bud nedélené, uréené k méreni
jediného objemu, nebo délené - obvykle po mililitrech a desetindch mililitrd.
Stupnice mUze smérovat od $pi¢ky smérem k hornimu okraji nebo naopak.
Z bezpecnostnich dlvodd nikdy nenasdvame roztok do pipety Usty - k
natazeni se pouzivaji rizné typy nastavcd nebo pistd. Sklenéné pipety

Pri nasavani nesmi byt pipeta oprena o dno nadoby. Pred odmérovanim vzorku se pipeta nejprve naplini
roztokem a odebrany objem se vypusti do odpadni nadoby. Teprve pak se odebere presny objem a
prendsi do nadoby pro dalsi zpracovani. Roztok nesmi nikdy vniknout do pipetovaciho nastavce.

= Automatické pipety (pipetory, mikropipety, mikrodavkovace)

Jednou z moznosti odméreni malych objemd je pouziti automatickych pipet.
2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Automatické pipety.

= Mikrostrikacky -

Slouzi k pfesnému davkovani malych mnoZstvi (0,1-1000 ul) kapalin. Skladaji se z Mikrodavkovace
jehly pfipojené ke sklenénému valci se stupnici, v némz se pohybuje pist.
Jednotlivé typy se lisi prdméry jehel a pistd.

Mikrostrikacka

= Pistoventilové davkovace

Jsou tvoreny pistem se stupnici, ktery je nasazen na zasobni ldhev. Umoznuji opakované davkovani
urcitého objemu kapaliny ze zasobni lahve. Davkovace urc¢ené pro dadvkovani agresivnich chemikalii
(napfr. silnych kyselin) maji sklenéné ¢asti vyrobené z borosilikdtového skla, plastové dily, které jsou ve
styku s kapalinou jsou vyrobeny z PTFE, ostatni dily jsou z PE nebo PP. V modernich typech davkovacl je
davkovani automatizovano pomoci ovlddacich moduld.

Automatické pipety
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Podle zplsobu ovladdani rozliSujeme automatické pipety manuaini a elektronické. U manualnich pipet se pistem
pohybuje palcem ruky pomoci ovladaciho tlacitka. Spravnost a presnost pipetovani je vyrazné ovlivnéna
zkusenostmi a zrucnosti pracovnika. V pripadé elektronickych pipet pistem pohybuje elektromotorek. Oproti
manualnim nabizi navic naprogramovani zplsobu pipetovani. Podle povahy kapaliny Ize zvolit i réiznou rychlost
pohybu pistu pri nasavani a vytlacovani kapaliny.

Na télo pipety (téZ pipetor) se nasazuje jednordzova Spicka. Pipetovana kapalina prichazi do kontaktu pouze s touto
Spickou.

Automatické pipety Ize podle principu jejich prace rozdélit na dva zakladni typy:
= L Air displacement” pipety

Tento typ pipet vyuZzivd principu tzv. vzduchového polStare. Mezi pistem a kapalinou
zUstava vzdy urcity objem vzduchu. Objem kapaliny nasaty pipetorem do $picky se od
objemu vzduchu, nasatého nebo vytlaceného pistem, mdze mirné lisit v zavislosti na
hustoté a viskozité pipetované kapaliny, smécivosti povrchu Spic¢ky pipetovanou
kapalinou, teploté a atmosférickém tlaku a dalSich vlivech. Pipetor proto musi byt
pravidelné kalibrovan a serizovan.

Pipety tohoto typu rozliSujeme dle provedeni jako jednokanalové (uréené pro
pipetovani jednoho objemu dané kapaliny v ¢ase) nebo jako vicekandlové (nejcastéji Pistoventilovy
osmi nebo dvanactikanalové) uréené pro soucasné pipetovani stejného objemu dané davkovac
kapaliny do vice jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce. Kazdy kandl u vicekandlovych pipet ma

svUj vlastni pist, proto neni nutné vyuzit véech kanall najednou (je mozné pripojit méné

nez 8, resp. 12 spicek).

Automatické pipety jsou konstruovany bud pro jeden fixni objem nebo jsou nastavitelné na vice
objemd. Zména nastaveni objemu je mozna v urcitém rozmezi (napr. 10-100 ul) pomoci nastavovaciho
Sroubu nebo knofliku.

= ,Positive displacement” pipetory

Tento typ pipet nasdvé kapalinu do Spicky pfimo bez vytvoreni vzduchového polstére, tj. pist je v pfimém
kontaktu s odmérovanou kapalinou. Kapalina nasatd do Spicky (bez vzduchové bubliny) se vypusti ven
najednou (typ strikacky) nebo po krocich ve stejném objemu (tzv. krokovaci pipeta, angl. stepper). Tento
typ pipetort je vyhodné pouzivat pro vysoce viskézni nebo tékavé kapaliny, anebo pro opakujici se
pipetovani.

Zplsoby pouziti pipetoru

Wychozi poloha 1. poloha 2. poloha

Primé pipetovani

Jde o nejcastéji pouzivanou techniku pipetovani. Pfi pfimém pipetovani se do Spicky nasaje presné nastaveny
objem a v dalsim kroku se ze $pi¢ky kompletné vytladi do zvolené nadoby. Protoze urcité mnozstvi kapaliny z0stava
na vnitfnim povrchu Spicky jako tenky film, je tfeba pred pipetovanim Spicku smocit odmérovanou kapalinou. Pfima
technika pipetovani se pouziva pro odmérovani vétsiny vodnych roztok(l, pufrll, zfredénych kyselin a zédsad.

Postu
P 1 2 2 4
1. Nasadte na dévkovac Spicku. Stisknéte tlacitko Vychozi poloha s
ovladace do prvni polohy (nutno prekonat maly
odpor pri stisku tlacitka). . !
2. Ponorte $pic¢ku davkovace asi 2-3 mm pod Stisk do 1. polohy - - -~ - - ¥ o ool g

hladinu roztoku. Pomalu povolujte stisknuté

tlacitko ovladace za soucasného nasati vzorku do )
Spicky. Stisk do 2. polohy 4

, - . A L, Schema pipetovani-primé
Pomalym nasatim kapaliny do Spicky se omezi mozny

vznik turbulence, kterd mdze vyvolat vznik aerosolu a
bublinek plynu, vychéazejicich z kapaliny. Optimalni rychlost nasavani zavisi na vlastnostech kapaliny (na jeji hustoté, tenzi par a
viskozité).
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= Vzdy sledujte, zda do Spi¢ky nevnikly bublinky vzduchu (napf. pfi prudsim povoleni pistu ovladace nebo
Spatné nasazené Spicce).

" I,:J
= VySSi presnosti pri pipetovani dosahnete, kdyz Uplné sundate palec z tlacitka ovladace, jakmile dosédhne
vychozi polohy.

3. Pomalu vytdhnéte Spicku z kapaliny. Pri rychlém vytazeni se mUze ztratit ¢ast obsahu Spicky. Pred
vytazenim $picky z kapaliny pockejte, hlavné u vétsich pipetord 500-5000 pl, asi 1-3 vtefiny.
4. Pri vytlaCovani kapaliny drzte Spi¢ku v mirném Uhlu proti sténé nadoby (10-459), tésné nad roztokem, ktery
v ni uz je, a plynule stisknéte tlacitko ovladace palcem do prvni polohy. Vyckejte asi 1 vterinu a pokracujte v
rychlém stisku tlacitka ovladace az do druhé polohy (pocitite vétsi odpor pfi stisku). Dbejte na to, aby
nezUstaly kapic¢ky kapaliny ve 3$pi¢ce nebo nebyly rozstriknuté na sténach nadoby.

5. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku podél stény nadobky ven. Nyni povolte tlacitko
ovladace.

Pri pfimém pipetovani vznika urcitd chyba tim, Ze na vnitini plose Spicky zlstane velmi tenky film prenasené
tekutiny. Uvedenym postupem tedy odmeérime o néco mensi objem, nez je nastaveno na pipeté, pricemz chyba
zavisi predevsim na vlastnostech pipetované kapaliny a materidlu, z néjz je vyrobena Spic¢ka. Uvedenou chybu Ize
odstranit tim, Ze se pred pipetovanim vnitfni plocha Spicky smoci odmérovanou kapalinou. V praxi to znamen4, ze
nejprve vyse popsanym postupem nasajeme roztok do Spi¢ky, misto jeho odméreni do cilové nadoby jej vsak
vratime zpét do zdsobni nddoby. V tuto chvili je na vnitini sténé Spicky vytvoren film pipetované kapaliny, v
pripadé bezbarvych roztokl je pri spravné technice okem neviditelny. Nasleduje odméreni kapaliny presné podle
vysSe uvedeného postupu (pouze nenasazujeme novou $picku). Jelikoz mnozstvi kapaliny, které zlstava ve Spicce,
je prakticky konstantni, odmérime nyni skutec¢né nastaveny objem.

Pokud na vnéjsi sténé 3picky zlstanou kapky, je mozné je otfit bunic¢itou vatou lehkym pohybem shora dol{. Nikdy
se bunic¢inou nedotykejte Usti Spicky, odsali byste ¢ast kapaliny, ktera je uvnitr.

T

Reverzni pipetovani

Pri reverznim pipetovani do Spicky nasajeme vétsi objem kapaliny, nez ktery chceme odmérit, a v dalsim kroku
vytla¢ime ze $pi¢ky objem nastaveny na pipeté. Tento zplsob pipetovani poskytuje lepsi vysledky pfi praci s
viskéznimi nebo vysoce tékavymi kapalinami, kapalinami silné smacivymi a s roztoky, které péni. Hodi se i pro
odmérovani velmi malych objemd. Po pipetovani zlistane ve $picce vzdy zbytek kapaliny, kterou Ize vytlacit zpét do
zdsobni nadoby nebo do odpadu pred vlastnim odstranénim Spicky.

Postup

1. Stisknéte tlacitko az do druhé polohy (pocitite nejdrive slaby a poté vétsi odpor pistu pri stisku tlacitka

ovladace).
2. Ponorte Spicku pipety asi 2-5 mm pod hladinu roztoku. Pomalu povolujte pist za soucasného nasati vzorku

do Spicky.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:A.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Bubliny1.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:B.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:3.jpg

3. Pomalu vytdhnéte Spicku z kapaliny a odstrante kapky ulpélé na vnéjsi sténé Spicky dotekem Spicky o okraj
nadoby.

4. Pri vytlacovani daného objemu kapaliny drzte Spi¢cku v mirném Uhlu proti sténé nadoby tésné nad roztokem,
ktery v ni jiz je, a pomalu plynule stisknéte palcem tlacitko ovladace do prvni polohy.

5. Drzte tlacitko ovladace zmacknuté v této poloze a vytahnéte Spicku z nddoby ven.

6. Cast kapaliny, kterd zlistane ve 3pi¢ce, vytlacte stiskem tla¢itka ovlada¢e do druhé polohy zpét do plvodni
nadoby nebo do odpadu.

7. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a 1 2 3 4
vytdhnéte Spicku z kapaliny ven a pak povolte

v Y Vychozi poloha
tlacitko ovladace. y P

h
1L [ T RS R [— J ------- I ------

Stisk do 2. polohy 4

Opakované pipetovani

Tento zplsob pipetovani je uré¢en pro opakované
pipetovani stejného objemu, napfr. pro pridavani c¢inidla
do série zkumavek nebo do jamek v mikrotitra¢ni
desti¢ce. Jednd se vlastné o opakujici se reverzni
pipetovani. Po nasati kapaliny do Spicky se opakuji 1 2
kroky 2 az 4. Vychozi poloha

=~ T

Stisk do 2. polohy:. 3

Schema pipetovani-reverzni

4

Pipetovani heterogennich vzorku

Technika vhodné pro pipetovani heterogennich vzork
jako je krev, kdy neni snadny proplach Spicky pred Schema pipetovani-opakujici se
pipetovanim. Podoba se prfimé technice, ale Spicka se

predem nesméci odmérovanou kapalinou. Namisto toho

se po preneseni kapaliny opakované proplachne roztokem, s nimz se odmérovana kapalina misi.

POStup nasati proplach
1. Stisknéte tlacitko do prvni polohy a ponorte 1 2 3 4 5 6 7 8
Spicku davkovace asi 2-5 mm pod hladinu roztoku. Vychozi poloha
2. Pomalu povolujte pist za sou¢asného nasavani 1
vzorku do Spicky. 1 I 1 J l [
3. Pomalu vytdhnéte Spicku z kapaliny a odstrarite Stisk 4o 1. polohyssvsssaTaskeifos e Mosloab o bovuns.

kapky roztoku ulpélé na vnéjsi sténé Spicky

vytazenim Spicky podél stény nadoby.

4. Ponorte Spic¢ku davkovace do cilového roztoku. Stisk do 2. polohy
5. Stisknéte ovladaci tlacitko do prvni polohy a pak

ho pomalu povolte do plvodni polohy. Tim dojde k ~ Schema pipetovani-heterogennich vzorkd

nasati roztoku do $pic¢ky. Spi¢ku nevyndavejte z

roztoku a opakujte tento krok, dokud vnitfni sténa

Spicky neni Cista.

6. Po sténé povytahnéte Spicku nad hladinu roztoku a vyprazdnéte ji stiskem tlacitka ovladace do druhé
polohy.

7. Podrzte tlacitko ovladacle zmacknuté a vytahnéte Spi¢ku z nddoby podél stény ven a pak povolte tlacitko
ovladace.

PFiprava roztokd o dané koncentraci

Hmotnostni koncentrace: pg = mg/V (g/l)

Latkova koncentrace (molarita): cg = ng/ V (mol/l)
Hmotnostni zlomek: wg = mg/ m

Zfedovani a smésovani roztoku: c;Vy + c;V, = c3(Vy + Vy)
Cislo zfedéni (zfedovaci faktor): D = (Vioneeny / Vpavodni)

D-krat zfedény roztok o objemu Vigneeny PFipravime z 1 dilu plvodniho roztoku (Vpgyodni) @ (D—1) dilli rozpoustedia
(napfr. 5krat zfedény roztok se ziskd smichanim 1 dilu p&vodniho roztoku a 4 dild vody).

V anglosaské terminologii se setkavdme téz s pojmem zrfedovaci pomeér, ktery vyjadruje 1 dil pldvodniho roztoku
ku D dillim celkového objemu (1/D = Vgyodni / Vkoneeny) Podle tohoto pojeti roztok zfedény 1: D je totéZ co D-krat
zredény roztok (napr. roztok zfedény 1: 5 je roztok pripraveny z 1 dilu plvodniho roztoku a 4 dil& vody, tj. 5krat
zfedény).

Praktickd Gloha Priprava roztokd o dané koncentraci (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=654)
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Fotometrické overeni koncentrace

Pri prichodu elektromagnetického zareni z oblasti ultrafialové nebo viditelné ¢asti spektra mérenym roztokem
dochazi k jeho absorpci. Velikost absorpce zavisi na vinové délce zareni, na koncentraci absorbujici latky v roztoku
a na tloustce mérené vrstvy. Pri dané vinové délce zareni existuje mezi koncentraci absorbujici latky a velic¢inou
nazyvanou absorbance (A) pfiméa Uméra. Tuto zavislost vyjadruje Lambertlv-BeerQv zdkon: A = g,c |, kdegyje
molarni absorpcni koeficient (jeho hodnota odpovidé absorbanci latky o koncentraci 1 mol/l a tloustce mérené
vrstvy 1 cm), c je latkova koncentrace (mol/l) a | tloustka mérené vrstvy (cm). Dany vztah plati pouze pro
monochromatické zareni a pro zfedéné homogenni roztoky. Pro méreni absorbance se zpravidla voli vinové délka
odpovidajici absorpénimu maximu stanovované latky.

Prakticka Uloha Fotometrické ovéreni koncentrace (http://portal.med.muni.cz/download.php?fid=648)

1. CMELIK, Milan, Lubor MACHONSKY a Zdislav SIMA. Fyzikaini tabulky. 2. vydani. Liberec : Technicka univerzita
v Liberci, 2005. 60 s. ISBN 80-7372-009-4.
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