UV-VIS fotometrie

Spektrofotometrické stanoveni médi Chelatonem III
s optimalizaci podminek

Teorie

Molekuly vzorku absorbuji z dopadajiciho zateni fotony
vhodné vinové délky A (t]. ty, které odpovidaji jejich
energetickym hladindm) a prechazeji do vyssiho , | Antibonding o7
energetického stavu. V UV-VIS oblasti maji fotony S i) 7= | antibonding 7
energii dostateCnou k tomu, aby jejich absorpce zpiisobila Ql; -r il Nar-bonding n
piechod vnéjsich elektronii (200-600 kJ/mol). Skupiny,

v kterych se realizuje takovy elektronovy piechod, se
nazyvaji chromofory.

U koordina¢né kovalentnich slou¢enin (vazba donor-
akceptor) se jedna o energetické ptechody v d a f orbitalech
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Obr. 1 Vinove délky elektromagnetického zareni

Obr.2 Neékteré chromofory



Definice absorbance a Lambert-Beertiv zékon (CL 2009)

2.225 ABSORPCNI SPEKTROFOTOMETRIE
V ULTRAFIALOVE A VIDITELNE
OBLASTI

6.0:0225

Stanoveni absorbance. Absorbance (4} roztoku je defino-
vana jako dekadicky logantmus prevracene hodnoty trans-
mitance (7) pro monochromaticke zafeni a je vyjadiena

v ném? znaéi:

VZOTCEeImn.:
1 I
A=logy, [?] =log,, [Tu}
T Il

Iy — mtenzitu dopadajiciho monochromatického zafeni;
I — mtenzitu proélého monochromatického zafeni.

V homogennim prostiedi je méfena absorbance {4) umérna
tlonstce vrstvy (b), kterou zafeni prochazi, a koncentraci (c)
latky v roztoku podle vzorce:

A=g-¢c-b,

Vyraz A7 je specificka absorbance, kiera vyjadiuje absor-
banci roztokn latky o koncentrac 10 g/l méfenou v lem

vrstvé pii definovane vinove delee:
w108



Optimalizace podminek stanoveni

Vyznam pH pro tvorbu chelati

Komplexace kovovych iontl je pro kvantitativni analyzu vyznamna
predevsim u kyseliny ethylen-diamin-tetraoctové (EDTA), viz

chelatometrie. Protoze se jedna o Ctyfsytnou karboxylovou (slabou)

kyselinu, jeji stupeil disociace a je siln¢ ovlivnén pH prostiedi. W)

P!
U chelati [kov-EDTA] je typické koordinaéni ¢islo 6 (viz obrazek), ¢ili kov 2
interaguje s ¢inidlem na Sesti mistech: s dvéma volnymi elektronovymi pary na e\r
dusicich a se ¢tyfmi kysliky karboxylovych skupin. Je tedy zfejmé, Ze stabilita
komplexu roste se stupném disociace kyseliny a tedy s rostoucim pH. Nekteré S~
.. o o .2 , NP . o .

kovové ionty tvoii stabilni komplexy jiz v kyselém prostiedi (Bi3+, Ti4+), vétSina |

S |

kationtil v prostfedi neutralnim a nékteré kationty k tomu potiebuji pH az siln¢
alkalické (Mg2+, Ca2+).

Cu’"+[H,Y]* = [CuY]* + 2H"

V nasem pripad¢ komplex [Cu-Y] absorbuje ve viditelné oblasti spektra (je modry), a proto
lze s vyhodou méfit jeho absorbanci v oblasti kolem 700 nm, kde uz neabsorbuji ani ostatni
slozky roztoku (pfedevsim cinidla), ani samotny Cu(2+), protoze je kvantitativné vazan.
Absorpéni maximum komplexu [Cu-EDTA] zjistime z namétenych spekter (graficky).
Zjisténi vhodného pH a koncentrace ¢inidel (Chelaton i pufr v nadbytku) je nezbytné pro

kvantitativni vytvoreni komplexu — v opa¢ném piipadé bychom nemohli usuzovat z
absorbance komplexu na koncentraci analytu (Cu).
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Obr.3 Fotometr s diodovym polem HP 8453

Obr. 4 Popis fotometru Hewlett Packard 8453

http://www.p-forster.com/english/themes/Spectroscopy/BASICS/



Obsluha pristroje

Nejprve zkontrolujeme, zda je ptistroj zapojen do elektrické sité, a zapneme fotometr -

v levé spodni ¢asti spektrofotometru se nachazi tlacitko. V pravém hornim rohu

fotometru zacne blikat kontrolka. Po jejim ustalém na zluté barve lze spustit pocitac.
Vyckdme, az systém pocitae ptipoji fotometr (komunikacni CAG Bootp Server - okno

zaregistruje zafizeni uv8453)

File Configure Wiew Help

10#27/10 13:38:58 PM

Status: BOOTP Request received at outer most layer

Status: BOOTP Request received from hardware address: 00E07
Status: found 168.192.1.102 uv8453b:

Status: Host IP Address is: 168.192.1.100

Status: Reply to BOOTP Request has been sent

Status: BOOTP Request finished proc ing at outer most layer

a pak teprve spustime ovladaci software Chemstation.

Jedna se o ovladani jednopaprskového pfistroje, a proto kazda série méteni zacina zméfenim
,blanku“ — obvykle rozpoustédla, ve kterém budu provadét nasledujici méteni analytu
(Tlacitko BLANK). Pak uz miizeme méfit libovolny pocet vzorkli (SAMPLE). Pokud ndm
n¢které namétrené spektrum nevyhovuje, po oznaceni (klepnutim mysi) jej mizeme odstranit
(Delete) a zmétit znovu (z nového roztoku).

Software Chemstation, modul UV-VIS

Obsluha je velmi jednoduchéd a umoziiuje prehledné srovnavat vice spekter, odecitat hodnoty
maxim 1 absorbanci (kliknutim pravého tlacitka mysi). Zapisujme do tabulky maximum
informaci o ptislusném vzorku kvuli pozdé&jsi orientaci. Budeme pracovat v modu Standard.
Muzeme exportovat spektralni data do excelovského sesitu a detailné je zpracovat doma na
pocitaci.
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Fotometrické stanoveni médi Chelatonem III pomoci kalibrac¢ni kiivky s optimalizaci
podminek ’
(Skripta - tloha 2, str. 13-14, ROZDILY od Skript: méfi se na fotometrech HP8453)

Piistrojové vybaveni
Jednopaprskovy fotometr HP8453

Chemikalie
0,05M CuSO0s, 0,05M Chelaton III, tlumivé roztoky - pufry (pH 3,0; 4,6; 6,0; 9,2 a 10,2).

Ukoly

zmeéteni absorpéniho spektra komplexu Cu-EDTA (400-740 nm) — vybér A(max)
zméfeni zavislosti absorbance na pH — vybér pH

zméteni zavislosti absorbance na koncentraci Chelatonu3 — vybér ¢(Ch3)
zméfeni kalibraéni zavislosti A vs. ¢(Cu) za optimalnich podminek

’ 2+ ’ r
stanoveni Cu”’ v neznamém vzorku

méteni absorbance vzdy proti slepému vzorku (ne proti vode)!
grafy vynaset na milimetrovy papir nebo zpracovat v Excelu a vytisknout

vysledek: mg médi / 100 ml roztoku, ktery dostali

Postup:

1.

Zavislost A = f(A): do 50ml odmérné banky odpipetujte 5,00 ml zdkladniho roztoku
CuSOy, 10,00 ml roztoku Chelatonu III a banku doplite po rysku pufrem pH 6,0 a
promichejte. Porovnévaci roztok (blank) pfipravte stejnym zplisobem, pouze misto 5,0
ml zakladniho roztoku CuSO,4 pouzijte 5,00 ml vody. Zméite absorbanci ptipravené¢ho

roztoku v oblasti 400-900 nm (absorpcni spektrum). VIinova délka (Amax), pii které se
nachazi vrchol kiivky (kolem 700 nm), udava absorpni maximum vytvofeného
chelatu.

Zavislost A = f(pH): do péti 50ml odmérnych banck odpipetujte po 5,00 ml zdkladniho
roztoku CuSO4 a 10,00 ml roztoku Chelatonu III. Odmérné baiiky dopliite po rysku
jednotlivymi ptipravenymi pufry a promichejte. Ke kazdému vzorku pfipravte
odpovidajicim zpiisobem i porovnavaci roztok (blank). Zméfte absorbanci vSech péti

roztokd proti pfislusnym slepym vzorkiim (blankiim) pfi vinové délce Amax. Namétené
hodnoty vyhodnotte graficky.



3. Zévislost A = f(cCh3): do péti 50ml odmérnych banék napipetujte po 5,00 ml

zékladniho roztoku CuSQO4. Do prvni banky piidejte pomoci byrety 2,00 ml roztoku
Chelatonu III, do druh¢ 2,50 ml, do tfeti 5,00 ml, do ¢tvrté 8,00 ml a do paté 10,00 ml.
Odmérné banky dopliite po rysku pufrem zvolenym podle vysledku pfedchazejiciho
méfeni a promichejte. Ke kazdému vzorku pfipravte odpovidajicim zpiisobem
porovnavaci roztok (blank). Zméite absorbanci vSech péti roztokl proti ptisluSnym
slepym vzorkim pii vinové délce A(max). Naméfené hodnoty vyhodnot'te graficky na
milimetrovy papir.

4. Zéavislost A = f(cCu) - kalibraéni zdvislost: do péti 50ml odmérnych ban¢k odméite
byretou 1,00; 2,00; 3,00; 4,00 a 5,00 ml zdkladniho roztoku CuSOs a pftidejte
dvojnasobek potfebného mnozstvi Chelatonu III zjisténého v predchozim méfeni.

Odmeérné banky dopliite po rysku zvolenym pufrem a promichejte. Porovnavaci roztok
pfipravte stejnym zplsobem, pouze misto 5,00 ml zdkladniho roztoku CuSO,4 pouZzijte
5,00 ml vody. Zméite absorbanci vSech péti roztoki proti slepému roztoku pii vinové
délce AM(max). Namétené hodnoty vyhodnot'te graficky na milimetrovy papir.

5. Stanoveni obsahu Cu®’ v nezndmém vzorku: odpipetujte 5,00 ml z roztoku vzorku do
50-ml odmérné banky, pfidejte dvojnasobek potiebného mnoZzstvi Chelatonu III,

dopliite po rysku zvolenym pufrem a promichejte. Zméite absorbanci pfipravené¢ho
roztoku proti slepému roztoku pti vinové délce A(max).

Vyhodnoceni: koncentraci roztoku vzorku médi stanovte odectenim z kalibracni zavislosti

(pomoci rovnice linearni regrese).
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Status: BOOTP Request received at outer most layer

Status: BOOTP Request received from hardware address: 0001EGIE3EEC
Status: found 168.192.1.101 uw8453:

Status: Host IP Address is: 168.192.1.100

Status: Reply to BOOTP Request has been sent

Status: BOOTP Request finished processing at outer most layer
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Nastaveni modu pro snimani spekter
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Method setup:

pocet spektralnich maxim a minim k oznaceni, rozsah méreni
Spectrum/Peaks Parameters [ ]

Peak/¥alley find

W Eind and annotate up o, |3 peaks
¥ Find and annotate up to I3 valleys

‘ ¥ Prompt for sample information ‘

Datatype—— [ Dizsplay spectrum

| Absorbance j| Erom: IZ[II] nm To: |35I] nm

Vybér vinovych délek k pfimému méfeni absorbance
Fized Wavelength(z]) Parameters B

—Wavelengths
%:l:elenglh[s]: I I I I I I nm
P [none =] | nm

[¥ Prompt for sample information

~Datatype —————————— Dizplay spectrum

|Ahsorhance j| From: |2l:":l L To: |35|:l L

Neshoda v pouZiti zdrojli: pro UV oblast nutno pouzit Deuteriovou vybojku, pro méfeni nad
350 nm wolframovou zarovku (Tungsten lamp).
Warning

Loading thiz method will change current
Lamp zettings!

Current Hew
Deuterium Lamp OH OM
Tungsten Lamp OH OFF

Use NHew
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Schéma pfistroje s obéma svétel. zdroji zapnutymi a pfi méteni (blanku)

I
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Spektru blanku, které bude slouzit jako reference (pro kazdou vinovou délku)
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