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kovů převádějí na vhodné záporně nabité komplexy7. 
Chromité kationty tvoří dostatečně stabilní komplexy 
s EDTA a podobnými komplexotvornými činidly. Kom-
plexy Cr(III) jsou intenzivně zbarvené a vyu�ívají se té� 
při spektrofotometrickém stanovení chromu1,2,12−14. Tvorba 
komplexů Cr(III) je za pokojové teploty poměrně pomalá, 
a proto se při chromatografické analýze obvykle připravují 
před nástřikem na kolonu za zvý�ené teploty 
(předkolonová derivatizace)9. Při derivatizaci je třeba pře-
dev�ím zabránit redukci případně přítomného chromano-
vého aniontu. Pou�ití EDTA jako derivatizačního činidla 
proto není nejvhodněj�í, neboť mů�e způsobovat redukci 
Cr(VI) (cit.12), na rozdíl od příbuzných činidel, jako jsou 
kyselina pyridin-2,6-dikarboxylová (PDCA) nebo kyselina 
cyklohexan-1,2-diamin-N,N,N�,N�-tetraoctová (CDTA) 
(cit.1,12). 

Pro současné stanovení chromu v obou nejdůle�itěj-
�ích oxidačních stavech (III a VI) byla v této práci pou�ita 
tzv. multifunkční kolona Dionex IonPac CS5A. Separace 
probíhala iontově výměnným mechanismem � Cr(VI) byl 
separován ve formě příslu�ných oxoaniontů a detegován 
fotometricky s vyu�itím pokolonové derivatizace s DPC, 
zatímco chromitý kation byl před vlastní chromatografic-
kou analýzou převeden na barevný komplex reakcí 
s CDTA. Při návrhu chromatografického systému byl pou-
�it postup doporučovaný firmou Dionex9.  Slo�ení mobilní 
fáze bylo modifikováno tak, aby iontově chromatografická 
metoda byla pou�itelná pro analýzu �irokého spektra tech-
nických a jiných slo�itých vzorků, přičem� byly brány 
v úvahu následující po�adavky: 
1.  Mobilní fáze by měla mít dostatečně vysokou pufrač-

ní kapacitu, která by udr�ovala po�adované pH během 
derivatizace a separace. Proto byl za základ mobilní 
fáze (a derivatizačního činidla) pou�it poměrně kon-
centrovaný roztok octanu amonného. 

2.  Mobilní fáze by měla obsahovat anion s vysokou 
eluční schopností, aby byly anionty Cr(VI) eluovány 
v přijatelném čase. Jak chromany, tak dichromany 
toti� patří mezi nejsilněji zadr�ované anionty 
v iontové chromatografii15. Jako silné eluční činidlo 
byl proto do mobilní fáze přidán chloristan10.  

3.  Mobilní fáze by měla vykazovat určité komplexotvor-
né vlastnosti, které by bránily hydrolýze vícevalent-
ních kationtů kovů (včetně Cr3+), které bývají přítom-
ny v mnoha typech reálných vzorků. Komplexotvorné 
vlastnosti vykazuje octanový pufr jako hlavní slo�ka 
mobilní fáze. Navíc bylo do mobilní fáze přidáno 
malé mno�ství komplexotvorného činidla CDTA. 

4.  Ionty I− pou�ívané v některých postupech9 jako silné 
eluující anionty mohou za určitých podmínek reduko-
vat Cr(VI), a proto byly nahrazeny chloristanovými 
ionty. 
Jedním z kritických parametrů mobilní fáze je hodno-
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Úvod 

 
Chrom se vyskytuje v �ivotním prostředí převá�ně 

v oxidačních stupních III (jako chromitý kation) a VI 
(chromanový či dichromanový anion), přičem� obě formy 
se dramaticky li�í svou toxicitou, mobilitou a dal�ími 
vlastnostmi důle�itými pro posouzení vlivů na lidské zdra-
ví či přírodní ekosystémy. Spektrální analytické metody −  
atomová absorpční spektrometrie (AAS) či spektrometrie 
s indukčně vázaným plazmatem (ICP-OES, ICP-MS) � 
nejčastěji pou�ívané pro stanovení kovů, neumo�ňují rozli-
�ení oxidačních stavů prvků bez náročné separace a před-
úpravy vzorků. Ke  stanovení chromu v různých oxidač-
ních stavech lze vyu�ít některých známých spektrofotome-
trických metod1. Selektivita těchto metod v�ak obvykle 
není dostačující pro analýzu slo�itých reálných vzorků, 
např. různých slo�ek �ivotního prostředí, a proto je třeba 
pou�ít předbě�nou separaci2, co� komplikuje analýzu 
a zvy�uje nebezpečí ne�ádoucího posunutí rovnováhy me-
zi oběma oxidačnímu stavy chromu.  

Významnou úlohu ve speciační analýze (kam lze za-
řadit i rozli�ení oxidačních stavů prvků) hrají moderní 
separační techniky, zejména různé varianty kapalinové 
chromatografie, z nich� ty, které se pou�ívají pro separaci 
iontů, jsou známy pod souhrnným názvem iontová chro-
matografie3−8. Cr(VI) lze stanovit metodami iontové chro-
matografie s vodivostní9 nebo přímou fotometrickou10 
detekcí. Častěji se v�ak při detekci vyu�ívá vysoce citlivé 
pokolonové derivatizační reakce Cr(VI) s difenylkarb-
azidem (DPC) (cit.9,11). Pro současné stanovení kationtů 
a aniontů metodami iontové chromatografie se kationty 
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ta pH. Při pou�ití mobilních fází s příli� nízkou hodnotou 
pH je pík příslu�ející Cr(VI) nízký a �patně vyvinutý, 
a proto se doporučují spí�e alkalické mobilní fáze9,11. Na-
opak pro tvorbu komplexu chromitého kationtu s CDTA je 
zapotřebí kyselé prostředí1,13. Vyhovujícím kompromisem 
pro vznik komplexu Cr(III) a úspě�nou separaci Cr(III) 
a Cr(VI) jsou hodnoty pH mobilní fáze v rozmezí asi 4�6 
(cit.9,11).  

Navr�ená metoda byla pou�itá při analýze různých 
technických materiálů (chromovacích lázní) a vzorků �i-
votního prostředí. 

 
 

Experimentální část 
 
P ř í s t r o j e  a  z a ř í z e n í  

 
Iontový chromatograf ICS-1000 (Dionex, Sunnyvale, 

USA) se skládal z vysokotlakého izokratického čerpadla, 
elektronicky ovládaného smyčkového dávkovače Rheody-
ne s dávkovací smyčkou 50 µl, vakuového odplyňovacího 
zařízení a kolonového termostatu. Pokolonové derivatizač-
ní zařízení PC10 se skládalo z pneumatického dávkovače, 
smě�ovacího zařízení a reakční smyčky o objemu 375 µl. 
K detekci byl pou�it fotometrický detektor AD 25 
(Dionex) pracující při vlnové délce 530 nm. Separace pro-
bíhala na koloně IonPac CS5A (4 × 250 mm) plněné více-
funkčním měničem iontů o zrnitosti 9 µm obsahujícím jak 
aniontově výměnné kvartérní amoniové skupiny, tak kati-
ontově výměnné sulfonové funkční skupiny. Před analytic-
kou kolonu byla zařazena předkolona IonPac CG5A plně-
ná stejným měničem iontů. Obě kolony vyrábí firma Dio-
nex. Podle údajů výrobce je kapacita analytické kolony 
40 µekv. pro anionty a 20 µekv. pro kationty. Během mě-
ření byly kolony termostatovány na 30 °C. Průtok mobilní 
fáze byl 1,2 ml min−1 a průtok pokolonového derivatizač-
ního činidla byl 0,6 ml min−1. 

 
C h e m i k á l i e  

 
Kyselina cyklohexan-1,2-diamin-N,N,N�,N�-tetra-

octová (CDTA, Chelaton 4) a dal�í chemikálie s výjimkou 
methanolu byly čistoty p.a (Lachema Neratovice). Metha-
nol (HPLC-grade) byl od Labscan Analytical Sciences, 
Dublin, Irsko. Roztoky byly připravovány v deionizované 
vodě ze zařízení Demi Ultra 20 (Goro, Praha) vyu�ívající-
ho reverzní osmózy a směsného měniče iontů k či�tění 
vody. 

Zásobní roztok A obsahoval 20 mmol l−1 CDTA 
a 1000 mmol l−1 octanu amonného. Zásobní roztok B obsa-
hoval 100 mmol l−1 chloristanu sodného. Mobilní fáze byla 
připravována smícháním zásobních roztoků A a B 
v potřebném poměru a zředěním vodou. Pokud není uve-
deno jinak, byla pou�ívána mobilní fáze o slo�ení 
100 mmol l−1 octanu amonného, 10 mmol l−1 chloristanu 
sodného, 2 mmol l−1 CDTA, pH bylo 5,5±0,1. Standardní 
roztoky Cr(III) a Cr(VI) o koncentraci 1000 mg l−1 byly 

připraveny ze síranu chromitého a dichromanu draselného 
podle9. Před měřením byly podle potřeby ředěny deionizo-
vanou vodou. Pokolonové derivatizační činidlo obsahova-
lo 2 mmol l−1 difenylkarbazidu (DPC), 450 mmol l−1 kyse-
liny sírové a 10 % (v/v) methanolu9.  

 
P ř í p r a v a  v z o r k ů  

 
Díky vysoké pufrační kapacitě derivatizačního rozto-

ku i mobilní fáze nevy�adují vzorky odpadních vod ob-
vykle úpravu pH ani jinou předbě�nou úpravu. Koncentro-
vané vzorky, jako např. chromovací lázně, byly před ana-
lýzou ředěny vodou. Vzorky obsahující vysoké koncentra-
ce Cr(III) byly ředěny mobilní fází. K předkolonové deri-
vatizaci � přípravě komplexů Cr (III) s CDTA � se pou�í-
vá zásobní roztok A (viz vý�e). 10 ml vzorku se smíchá 
s 10 ml roztoku A a mírně vaří po dobu 5 min (cit.13). Po 
ochlazení se doplní vodou na objem 100 ml.  

 
 

Výsledky a diskuse 
 
CDTA tvoří s kovy vět�inou komplexy typu 1 : 1 

(cit.13,16). Komplexům CDTA s Cr(III) je přisuzováno slo-
�ení vyjádřené vzorci [CrL]− nebo CrLX2 kde L odpovídá 
CDTA a X je H2O, OH− nebo octanový anion13. Lze před-
pokládat, �e komplexy Cr(III) s CDTA nesou parciální 
záporný náboj, co� je důle�ité pro jejich separaci me-
chanismem aniontové chromatografie. Retenci komple-
xu Cr (III)-CDTA i aniontů Cr(VI) lze ovlivňovat nejsnad-
něji změnou koncentrace chloristanu v mobilní fázi. 
V obou případech retence klesá s rostoucí koncentrací 
chloristanu (viz obr. 1). Závislosti logaritmu retenčního 

Obr. 1. Závislosti logaritmu retenčního faktoru k na logaritmu 
koncentrace NaClO4 v mobilní fázi; kolony: IonPac CS5A (4 × 
250 mm) a IonPac CG5A (4 × 50 mm), Dionex. Mobilní fáze: 
100 mmol l-1 octan amonný + 2 mmol l-1 CDTA + 1-50 mmol l-1 

NaClO4, pH 5,5±0,1. Fotometrická detekce při 530 nm s vyu�itím 
pokolonové derivatizace s difenylkarbazidem. Průtok mobilní 
fáze 1,2 ml min-1, průtok pokolonového derivatizačního činidla 
0,6 ml min-1, teplota 30 °C. 1 � Cr(III), 2 � Cr(VI) 
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faktoru na logaritmu koncentrace chloristanu jsou lineární 
v souladu s předpokládaným iontově výměnným mecha-
nismem retence. Ačkoliv při dané hodnotě pH (cca 5,5) je 
formální náboj chromanového aniontu blízký jedné18, 
směrnice logaritmické závislosti na obr. 1 je men�í (v ab-
solutní hodnotě) ne� jedna. Podobné závislosti byly často 
pozorovány (i pro bě�něj�í anionty, jako jsou např. chlori-
dy či dusičnany) při pou�ití tzv. polyaniontových eluentů, 
tj. eluentů obsahujících více ne� jeden druh eluujícího 
iontu � pro podrobněj�í vysvětlení a příslu�né teoretické 
vztahy viz např.19,20. Z praktického hlediska je důle�ité, �e 
směrnice závislostí na koncentraci chloristanu se li�í pro 
jednotlivé separované látky, co� umo�ňuje snadnou opti-
malizaci separace. 

Na základě vý�e uvedených úvah bylo pro současné 
stanovení Cr(III) a Cr(VI) zvoleno následující slo�ení mo-
bilní fáze: 100 mmol l−1 octan amonný, 10 mmol l−1 Na-
ClO4, 2 mmol l−1 CDTA, pH 5,5±0,1. Příklad separace je 
uveden na obr. 2a. Základní charakteristiky metody stano-
vení Cr(III) a Cr(VI) jsou shrnuty v tabulce I. Navr�ená 
metoda umo�ňuje stanovení Cr(III) na úrovni 10−1 mg l−1 
a Cr(VI) na úrovni 10−3 mg l−1 s vysokou přesností, co� je 

postačující pro analýzu vět�iny technických vzorků a vzor-
ků z oblasti �ivotního prostředí. V případě nutnosti je mo�-
né dal�í sní�ení mezí detekce a stanovitelnosti úpravou 
instrumentálních parametrů (předev�ím zvět�ením nastři-
kovaného objemu vzorku a optimalizací pokolonové deri-
vatizace), jak navrhli Thomas a spol.22 pro stanovení Cr
(VI) v pitné vodě. 

Navr�ená metoda byla aplikována při analýze růz-
ných technických vzorků a vzorků �ivotního prostředí 
(odpadních vod, vodných výluhů, chromovacích lázní) 
obsahujících vysoké koncentrace dal�ích iontů, jako jsou 
kationty alkalických kovů a kovů alkalických zemin, kati-
onty přechodných kovů, chloridy či síranové anionty. Rizi-
ko redukce Cr(VI) ionty Fe(II) či huminovými látkami, 
které mohou být přítomny v některých typech vzorků, je 
do značné míry minimalizováno při zvolené hodnotě pH23. 
Bez předkolonové derivatizace je navr�ená metoda vhodná 
pro stanovení stopových koncentrací Cr(VI) za přítomnosti 
vysokých koncentrací Cr(III), co� bylo vyu�ito při analýze 
pou�itých chromovacích lázní a sledování jejich zne�kod-
ňování různými redukčními činidly. Jak je vidět z obr. 2b, 
stopové mno�ství Cr(VI) − 2 µg l−1 − je mo�no stanovit za 

Obr. 2. Separace Cr(III) a Cr(VI); a) Separace modelové směsi obsahující 1 mg l−1 Cr(III) a 0,01 mg l−1 Cr(VI). b) Stanovení stopového 
mno�ství (cca 2 µg l−1) Cr(VI) za přítomnosti velkého přebytku (cca 10 mg l−1) chromitých iontů bez předkolonové derivatizace 
(vyčerpaná chromovací lázeň po redukci SO2). První pík odpovídající Cr(III) vzniká v důsledku ředění vzorku mobilní fází obsahující 
CDTA a dokazuje, �e v malé míře reaguje Cr(III) s CDTA i za studena. Mobilní fáze: 100 mmol l−1 octan amonný + 2 mmol l−1 CDTA + 
2 mmol l−1 NaClO4, pH 5,54, ostatní podmínky jako na obr. 1. 

 
 
abs. jedn. 
 
 
 
 
 

0,0010 
 
 
 
 
 
 
 
 

0,0005 
 
 
 
 
 
 
 
 

0 
 
 
 

a 

 0                       2                      4                     6                       8 
                                                                                                                čas, min 

 

Cr(III) 

Cr(VI) 

abs.  
jedn. 

0,0002 
 
 
 
 
 
 
 
 

0 b 



Chem. Listy 101, 406−410 (2007)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy                         

409 

přítomnosti a� 5⋅105 � násobného přebytku Cr(III). Někte-
ré příklady stanovení jsou uvedeny v tabulce II. 

Při analýze tuhých vzorků je kritickým stupněm ex-
trakce převedení jednotlivých forem chromu do roztoku, 
ani� dojde k posunu rovnováhy, zejména k redukci Cr(VI). 
Pro selektivní stanovení Cr(VI) v tuhých materiálech, jako 
jsou půdy, kaly, sedimenty, pevné odpady23, cement 
a příbuzné materiály24, prachové částice25,26

, pigmenty27 či 
biologické materiály28, byla navr�ena různá extrakční čini-
dla. V poslední době se objevují snahy o harmonizaci 
a standardizaci těchto postupů, nicméně zdá se, �e plně 
uspokojivé ře�ení vyhovující pro �iroké spektrum materiá-
lů (zejména vzorků �ivotního prostředí) nebylo dosud na-

lezeno � podrobněj�í diskusi lze nalézt v přehledném člán-
ku23. Problematika spolehlivé extrakce Cr(VI) z tuhých 
vzorků nebyla ov�em předmětem tohoto článku. Bylo pou-
ze demonstrováno, �e navr�ená iontově chromatografická 
metoda umo�ňuje analýzu extrakčních roztoků pou�íva-
ných ve zmíněných pracích. Nejčastěji se k extrakci Cr
(VI) pou�ívají alkalické uhličitanové pufry (NaOH/
Na2CO3/NaHCO3)23,24,26. Fosforečnanový pufr obsahující 
MgSO4 byl navr�en k extrakci Cr(VI) za přítomnosti re-
dukčních činidel23,25. Analýzy obohacených vzorků (viz 
tabulka II) ukazují, �e iontově chromatografická metoda je 
kompatibilní s nově vyvíjenými extrakčními postupy pro 
selektivní stanovení Cr(VI) v tuhých vzorcích. 

 

Tabulka I 
Charakteristiky metody - stanovení Cr(III) a Cr(VI) 

Charakteristika  Cr(III)  Cr(VI) 
Mez detekce a, µg l−1 111 1,20 
Mez stanovitelnosti b, µg l−1 370 3,89 
Linearita, mg l−1 do 15 

(r = 0,996) 
do 0,2 

(r = 0,994) 
Citlivost c, abs.jedn.min.l.mg−1 9,78⋅10−5 9,37⋅10−3 

Opakovatelnost  − vy��í koncentrace d 

(rel. směrodatná odchylka, %) 
0,56  3,71 

Opakovatelnost  − ni��í koncentrace e 

(rel. směrodatná odchylka, %) 
3,70  3,89 

a Trojnásobek směrodatné odchylky21,  b desetinásobek směrodatné odchylky21,  c směrnice kalibrační přímky,  
d pro 15 mg l−1 Cr(III) a 0,2 mg l−1 Cr(VI), n = 7,  e pro 1 mg l−1 Cr(III) a 0,01 mg l−1 Cr(VI), n = 7 

Tabulka II 
Stanovení Cr(VI) v obohacených vzorcích 

Matrice vzorku Dáno Cr(VI) Nalezeno Cr(VI) a Výtě�nost  
 [µg l−1] [µg l−1] [%] 
Cr(III) b, cca 10 mg l−1 10 9,55 (0,27) 93,3−97,6 
Cr(III) b, cca 10 mg l−1 5 5,10 (0,43) 95,1−108,9 
0,28 mol l−1 Na2CO3 + 0,5 mol l−1 NaOH c 10 10,50 (0,24) 103,9−106,7 
0,1mol l−1 KH2PO4/K2HPO4 + 0,1 mol l−1MgSO4,  
pH 6,98 d 

10 9,98 (0,08) 99,5−100,1 

0,28 mol l−1 Na2CO3 + 0,5 mol l−1 NaOH + 0,1 mol l−1 
KH2PO4 + 0,1 mol l−1 MgSO4 + 10 mg l−1  
huminových kyselin e  

10 9,79 (0,99) 92,4−103,3 

a V závorce uvedeny směrodatné odchylky, n = 4,  b vyčerpaná chromovací lázeň redukovaná SO2, ředěno mobilní fází,  
c extrakční roztok pro stanovení Cr(VI) v tuhých vzorcích23,  d extrakční roztok pro stanovení Cr(VI) v tuhých vzorcích23,25, 
f modelový roztok simulující extrakci Cr(VI) z tuhých vzorků obsahujících huminové látky (např. půd) s vyu�itím stan-
dardního postupu23  



Chem. Listy 101, 406−410 (2007)                                                                                                        Laboratorní přístroje a postupy                         

410 

Tato práce vznikla jako součást ře�ení projektů vý-
zkumného centra �Pokročilé sanační technologie a proce-
sy� podporovaného M�MT, projekt č. 1M0554. 
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Simultaneous separation and determination of Cr(III) 

and Cr(VI) was carried out on a multifunctional ion-
exchange column Dionex IonPac CS5A in the anion-
exchange mode. Cr(III) cations were converted to nega-
tively charged complexes by pre-column derivatization 
with cyclohexane-1,2-diamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid 
(CDTA) prior to separation. The mobile phase contained 
100 mmol l−1 ammonium acetate, 10 mmol l−1 sodium 
perchlorate and 2 mmol l−1 CDTA. Post-column derivati-
zation with diphenylcarbazide was employed for photo-
metric detection of Cr(VI). The proposed method allows 
to determine Cr(III) at a level of 101 mg l 1 and Cr(VI) at 
10−3 mg l−1 with high precision. Relative standard devia-
tions of repeatability ranged from 0.6 to 3.9 % in de-
pendence on the analyte concentration. The procedure was 
used for analyses of various industrial (plating baths) as 
well as environmental samples.  

 

 

 


