6.SPEKTROFOTOMETRIE

TEORIE:

Podstatou metody molekulové absorpéni spektroskopie oblasti VIS je absorpce viditelného zateni ziedénymi roztoky molekul v rozmezi
vinovych délek asi 400-800 nm.

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zareni. Pifjem kvanta elektromagnetického zafeni pfivede molekulu do vyssiho
(tzv. excitovaného) energetického stavu, tj. pfi absorpci dochazi k excitaci valenénich elektrond, které jsou soucasti molekulovych elektronti.
Protoze molekuly mohou existovat pouze v uritych energetickych stavech, absorbuji elektromagnetické zafeni pouze uréitych vinovych
délek. Molekula piechazi ze stavu s nizsi energii Eq do stavu s energii vyssi E; a absorbuje zafeni o frekvenci, ktera odpovida rozdilu energii
mezi energetickymi hladinami E, a Eq obou kvantovych stavii podle Planckovy podminky:
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Absorpci zafeni lze méfit na piistrojich, které nazyvame absorpéni spektrometry. Pii absorpénim méfeni se pii urcité vinové délce zareni
porovnava tok zafeni pro§lého kyvetou s ¢istym rozpoustédlem (@) s tokem zateni proslého kyvetou s méfenym roztokem (®). Podil téchto
zativych toku se nazyva propustnost (transmitance T). Transmitance je relativni ¢ast pro§lého zafeni, Casto se uvadi v procentech:
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Na vétsiné spektrofotometrii 1ze odecist hodnotu absorbance A, tj. zaporné vzaty logaritmus transmitance. Je-li absorbance zafeni nulova,
transmitance je jednotkova (100 %). Je-li absorpce zafeni nulova, je nulova i absorbance. S rostouci absorpci absorbance roste. Pro méfeni
maji proto vyznam hodnoty nepiekracujici jednotku.
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Piedpokladem pro meéteni zavislosti absorbance na koncentraci A = f(c) a absorbance na vinové délce A = (1), ktera jsou zakladem
kazdé spektrofotometrické metody, je Gasova stabilita proméfovaného roztoku. Absorbance je pfimo umérna koncentraci absorbujici latky a
tloust'ce absorbujici vrstvy, coz vyjadiuje Lambertiv — Beertiv zakon:

A=¢,cl - €, = A
l-c
kde: &, je hodnota molarniho absorpéniho koeficientu pro danou vlnovou délku [1 mol™ cm™ ],
1 je tloustka kyvety (absorbujici vrstvy) [cm],
c je latkova koncentrace [mol. I''].

Lambertuv — Beertv zakon, ktery se vyuziva u vétsiny absorpénich metod, je splnén pouze pro ziedéné roztoky do koncentraci pfiblizné
10?2 mol.dm™.

6.1. Stanoveni Zeleza ve vzorku 1,10—fenanthrolinem - METODA A

lonty Fe** tvoii s cinidlem cervené komplexni ionty tris-fenanthrolino-zeleznaté. Zbarveni je téméi neomezené
stalé a jeho intenzita prakticky nezdvisi na pH v rozmezi 2 — 9 (&ssomm = 11 000 L. mol"'.cm™). Stanoveni rusi znaény
pocet iontu, davajicich bud’ srazeniny, nebo barevné slouceniny se zakladnimi slozkami systému. Jejich viiv viak Ize
omezit volbou vhodného pH.

Metoda se pouzivd i ke stanoveni Fe’*: chlorid hydroxylamonia, piitomny v reakéni smési, redukuje
kvantitativné Fe’* na Fe**

6.1.1. Meéieni Casové zavislosti vyvoje zbarveni

Casovéa stabilita proméfovaného roztoku je predpokladem pro méfeni zavislosti absorbance na
koncentraci A = f(c) a absorbance na vinové délce A = f(A).
Meteni A = f(t) se provadi s jednim roztokem pfi vinové délce 510 nm.

POSTUP:

Do odmérné baiiky na 25 ml napipetovat 5 ml standardniho roztoku Fe>" (standard A) a pH roztoku
upravit 3 ml 2 M octanu sodného na hodnotu 3,5. Poté k upravenému standardu napipetovat 1 ml 10%
roztoku hydrochloridu hydroxylamonia, 1 ml 0,5% roztoku 1,10-fenanthrolinu a banku doplnit
destilovanou vodou po rysku. Je dtlezité dodrzet potadi jednotlivych komponentt.



Absorbanci roztoku prométovat po dobu 40 minut vzdy po 5 minutach v 1 cm kyvetach proti
destilované vodé nebo blanku.

Pfi praci s kyvetou dodrzovat tyto zasady:

e  kyvetu naplnit mefenym roztokem do /3 objemu kyvety (pokud je naplnéna po okraj, hrozi
nebezpeci vyliti jejiho obsahu do pfistroje a jeho nasledné poskozeni)

e pro méfeni vzdy pouzivat stejnou absorpcni kyvetu

e kyvetu vkladat do kyvetového prostoru vzdy stejnou stranou, ovéfit si smér paprsku

VYHODNOCENI:
Do grafu vynést zavislost absorbance na Case, zjistit ¢as, kdy je absorbance konstantni. VSechna
nasledujici méfeni se budou provadét po tomto zjisténém Case.

6.1.2  Meéieni absorp¢éniho spektra v rozsahu 460-560 nm po 10 nm
Absorpcni spektrum vyjadruje graficky zavislost absorbance na vinové délce.
POSTUP:
Ke stanoveni pouzit roztok ptipraveny dle odstavce 6.1.1, kde jiz bude absorbance konstantni.
Na spektrofotometru proméfit absorbanci roztoku v zavislosti na vinové délce, nastavované na pfistroji
v rozmezi 460—-560 nm po 10 nm. M¢fit v 1 cm kyveté proti destilované vod¢ jako blanku.
VYHODNOCENI:
Do grafu vynést zavislost absorbance na vinové délce a odeCist Amax. PTi této vinové délce pak provést
méfeni kalibracnich roztokd a vzorku.
6.1.3  Meéreni zavislosti absorbance na koncentraci, kalibra¢ni kiivka
Meéfeni zavislosti A = f(c) se provadi s fadou standardnich roztokii o znamé koncentraci. Pfimkovy
prubéh zavislosti A = f(c) potvrzuje platnost Bouguer-Lambert-Beerova zakona:
A=¢g-c-l

POSTUP:
Do 25 ml odmérnych banék napipetovat postupné 1-10 ml standardniho roztoku Fe’' (standard A)
a pH roztoku upravit 3 ml 2 M octanu sodného. Poté k témto roztokiim napipetovat 1 ml 10% roztoku
hydrochloridu hydroxylamonia, 1 ml roztoku 0,5% 1,10-fenanthrolinu a odmérné banky doplnit
destilovanou vodou po rysku.
Na spektrofotometru nastavit Amax @ v 1 cm kyvetach zméfime absorbanci jednotlivych roztokd. Jako
blank pouzit destilovanou vodu.
Z jednotlivych méteni sestavit nasledujici tabulku (tabulka 1):
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6.1.4.

6.2.

VYHODNOCENI:

a) Do grafu vynést zavislost absorbance na hmotnosti Fe [pg] v pfislusné odmérné bance.

b) Pro kazdy bod kalibraéni zavislosti vypocitat hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu (z
pomeru Aj/(cge),, kde (cpe), je koncentrace iontil Zeleza v i-t¢ odmérné bafice v mol/l a Aj je
namétend absorbance v 1 cm kyvete).

¢) Hodnoty € zapsat do tabulky a jejich soubor statisticky vyhodnotit, tj. stanovit primérnou hodnotu
molérniho absorpéniho koeficientu ¢, standardni odchylku priméru dle Dean-Dixona (pokyny u
ulohy ¢.7) a interval spolehlivosti.

d) S pouzitim hodnoty primérného absorpéniho koeficientu & vypocitat pro kazdy bod kalibraéni
kiivky teoretickou hodnotu absorbance A' pro idealné prolozenou kalibraéni kiivku. Vypoctené
udaje zanést do tabulky a doplnit do grafu k naméfenym hodnotam.

Stanoveni koncentrace Fe?* (popf. Fe’*) v neznimém vzorku

POSTUP:

Zadany vzorek doplnit po rysku (Vo = 100 ml). Z tohoto vzorku pipetovat do téi 25 ml odmérnych
ban€k po 10 ml roztoku, pH roztoku upravit 3 ml 2 M octanu sodného. Dale ptidat 1 ml 10% roztoku
hydrochloridu hydroxylamonia a 1 ml 0,5% roztoku 1,10-fenanthrolinu. Proméfit absorbanci roztokt v
1 cm kyvetach pii Amax proti destilované vod¢ jako blanku.

VYHODNOCENI ANALYZY:

a) graficky z kalibracni kiivky: z grafu odeCist hmotnost Fe [pg] v odmérné bance s méfenym
barevnym roztokem. Vysledek pfepocitat na hmotnost v bafnice se zadanym roztokem vzorku s
pouzitim udaje o pipetovaném alikvotnim mnozstvi vzorku. Vysledek uvadét v ug Fe

b) vypoctem: za pouziti primérného absorpéniho koeficientu £ dosadit do rovnice:
A
c=—
g -l

kde: 1je opticka délka kyvety [cm],
¢ je koncentrace absorbujicich &astic [mol .I'!],
£ je primérny molarni absopéni koeficient [L.mol!-cm™'].

Takto ziskanou koncentraci Fe v odmérné bafice s barevnym roztokem (v mol.l"') pfepoditat na
konkrétni latkové mnozstvi v odmérné bance a na hmotnost Fe v pg. S ptihlédnutim k fedéni vzorku
vypocitat hmotnost Fe v zadaném roztoku (v odmérné baiice je pouze alikvotni ¢ast zadaného vzorku).

POZOR! Pii stanoveni koncentrace Fe’" v neznamém vzorku postupovat stejné, jako je uvedeno pri
stanoveni koncentrace Fe’*, hydrochlorid hydroxylamonia, priddvany do reakcni smési, redukuje
kvantitativné Fe’* na Fe?".

UKONCENI ANALYZY:

Plastové kyvety oplachnout destilovanou vodou, sklenéné kyvety destilovanou vodou a ethanolem, otfit
pouze zvenku do sucha sklddanym tamponem a ulozit do zasobniku. Pouzité odmérné banky
vyprazdnit, vymyt destilovanou vodou a dat uschnout do stojanu tstim dold.

Stanoveni Zeleza kyselinou sulfosalicylovou - METODA B

Ionty Fe&** reaguji s prebytkem kyseliny 5-monosulfosalicylové v zavislosti na acidité prostiedi za vzniku rFady
komplexii, které se navzdjem lisi slozenim a zbarvenim:

oblast existence (pH) 1,8-25 4-8 8§-11
pomer koncentraci kovu k ¢inidlu 1:1 1:2 1:3
maximum absorbance 510 nm 420 nm
& [l.mol.cm’] 1600 6 000
zbarveni Cervenofialové Cervené oranzove zluté




Ve spektrofotometrii se nejcastéji vyuziva reakce v alkalickém prostredi, kde Zlutooranzovy komplex davaji, v
diisledku vzdusné oxidace, ionty Fe’* i Fe’*, a kde tedy stanovujeme sumu obou forem Zeleza. Intenzita zbarveni
pritom prakticky nezavisi na koncentraci amoniaku a amonnych soli, reakci rusi organické polyhydroxykyseliny
(vinnd, citronova), oxidacni cinidla a kovové ionty, které se srdzeji v amoniakalnim prostredi, resp. které tvori
podobné barevné komplexy.

6.2.1. Meéreni Casové zavislosti
Meéfteni A = f{(t) se provadi s jednim roztokem pii vinové délce 420 nm v 1 cm kyvete.
POSTUP:
Do odmérné batiky na 50 ml napipetovat 2 ml standardniho roztoku Fe** (standard B), pipetou piidat
5 ml 10% roztoku kyseliny sulfosalicylové, 10 ml 10% amoniaku a doplnit destilovanou vodou po
rysku. Absorbanci roztoku méfit pfi 420 nm po dobu 45 minut po 5 minutach v 1 cm kyveté proti
blanku nebo destilované vode.
VYHODNOCENI:
Do grafu vynést zavislost absorbance na Case, zjistit Cas, za ktery je absorbance konstantni. VSechna
nasledujici méteni budou provadéna po tomto zjisténém case.
6.2.2. Meéreni absorpcniho spektra v rozmezi 400 - 480 nm
Absorpcni spektrum vyjadiuje graficky zavislost absorbance na vinové délce.
POSTUP:
Ke stanoveni pouzit roztok ptipraveny dle odstavce 6.2.1, kde jiz bude absorbance konstantni.
Po case zjisténém v odst. 6.2.1 méfit absorbanci roztoku v zavislosti na vinové délce, a to v rozsahu
400480 nm vzdy po 10 nm. Méfeni provadét v 1 cm kyvetach proti blanku nebo destilované vode¢.
VYHODNOCENI:
Do grafu vynést zavislost absorbance na vinové délce a odecist Amax. PTi této vinové délce pak provést
meéteni kalibracni kiivky a vzorku.
6.2.3. Meéreni zavislosti absorbance na koncentraci, kalibraéni kiivka
POSTUP:
Do 50 ml odmérné batiky pipetovat 0,5-3,0 ml standardniho roztoku Fe’* (standard B), piidat 5 ml
10% roztoku kyseliny sulfosalicylové, 10 ml 10% amoniaku a doplnit destilovanou vodou po znacku.
Pfi Amax méfit absorbanci v zavislosti na rostouci koncentraci Zeleza v 1 cm kyvetach proti blanku nebo
destilované vode.
VYHODNOCENI:
Z jednotlivych méfeni sestavit tabulku ¢. 2.
[ Vip. MFe NFe c(Fe) Absorbance € teor.
0.IM [nel [mol] [mol. '] A £= Alc(Fe) absorbance
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6.2.4.

6.3.

Stanoveni Zeleza v neznamém vzorku (VZOREK B)

POSTUP:

Ptimo ke vzorku v 50 ml odmérné bance ptidat 5 ml 10% roztoku kyseliny sulfosalicylové, 10 ml 10%
amoniaku, doplnit vodou po rysku a méfit absorbanci pii Amax v 1 cm kyvetach.

Koncentraci Zeleza v neznamém vzorku odedist z kalibra¢niho grafu (vyhodnotit graficky i vypoctem).

Zpracovani vysledkii, vyjadreni zavislosti A = f(cFe) linearni regresi

V analytické chemii se vyuziva zavislosti urité méfitelné veli¢iny na koncentraci stanovené latky v roztoku, u
spektrofotometrie je to zavislost absorbance na koncentraci stanovovaného iontu A = f(cme).

Vétsinou byva funkéni zavislost mezi méfenou veliinou a koncentraci roztoku zjistovana pokusné a nalezena
zavislost se zpracovava graficky, formou kalibraéniho grafu. Naméfené hodnoty maji urcity nahodily rozptyl,
dany nejen piesnosti vlastniho méfeni analytického signalu, ale i nepfesnostmi pfi navazovani, fedéni a pipetovani,
které ovliviiuji i hodnoty nezavisle proménné, udaje o koncentraci iontu. Proto body kalibracni zavislosti nelezi
vzdy na hladké kiivce. Chyby lze graficky vyrovnat prolozenim kiivky namétenymi body tak, aby prochazela co
nejvétsim poctem bodu a ostatni byly kolem ni rovnomérné rozdéleny. Pomoci kalibra¢ni kiivky zpravidla nasledné
vyhodnocujeme méfeni analyzovanych vzorkd.

Neékdy je ucelnéjsi definovat funkéni zavislost analytického signdlu na koncentraci a soubor namétenych hodnot
nahradit kfivkou, kterd je tzv. ,nejlepsim* prolozenim. Rovnici takové kiivky ziskame linedrni regresi datového
souboru.

Pfti linearni zavislosti u spektrofotometrie uvazujeme rovnici piimky:
A=a+b-c

kde: A je naméfena absorbance jako zavisle proménna,
¢ je koncentrace stanovovaného iontu (nezavisle proménna).

Zname-li hodnoty koeficientd a, b, miZzeme snadno vypocitat pro jakékoliv ¢ pfislusnou hodnotu A. Spolehlivé 1ze
urcit koeficienty a a b se zfetelem na chyby v méfené proménné A na zakladé¢ tzv. principu maximalni vérohodnosti
pro normalné rozdélené proménné, ktery vede k definovani regresni pfimky pro regresi A na c. Vliv ndhodnych
chyb je na zédklad€ tohoto principu kompenzovan tim, ze se minimalizuje soucet ¢tvercii odchylek jednotlivych
bodi od regresni ptimky (uvazuji se odchylky rovnobézné s osou y).

V programu MS Excel vypocitame koeficienty regresni ptimky a jejich parametry:

smérnici regresni piimky, tzv. regresni koeficient b
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posunuti regresni ptimky, koeficient a
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odhad smérodatné odchylky s, charakterizujici rozptyleni kolem regresni ptimky




6.4.

odhad smérodatné odchylky s, posunuti a
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kde: Y, =a+b-c,
A jsou naméfené hodnoty.

Vyhodnoceni spektrofotometrie

Pti vyhodnoceni spektrofotometrického stanoveni obsahu Zeleza v nezndmych vzorcich v protokolu do
zaveéru uvést:

1. Grafy naméfenych casovych zavislosti se zdiivodnénim vybraného ¢asu pro proméieni
jednotlivych vzorki i kalibracnich zavislosti.

2. Grafy naméfenych absorbénich spekter se zdivodnénim vybranych vinovych délek pro
jednotliva stanoveni.

3. Vyhodnoceni stanoveni obsahu Zeleza v pg v neznamém vzorku metodou A - kalibrac¢ni
kiivky, grafické i pocetni vyhodnoceni dle odstavce 6.1.3, 6.1.4 a 6.3.

4. Vyhodnoceni stanoveni obsahu Zeleza v pg v neznamém vzorku metodou B - kalibraéni
kFivky, grafické i pocetni vyhodnoceni dle odstavce 6.2.3, 6.2.4 a 6.3.

5. Zdivodnéni pii¢in mozného chybného stanoveni obsahu Zeleza v neznamém vzorku.



