5. VICESLOZKOVA FOTOMETRICKA ANALYZA

TEORIE:

Metody molekulové absorpéni spektroskopie oblasti UV-VIS jsou zalozeny na interpretaci zmén, které nastavaji v molekulach latek pfi
absorpci zateni v rozmezi vinovych délek asi 200-800 nm.

Absorbovana kvanta energie vyvolavaji pfechody valen¢nich elektronii. Absorpéni piechod je charakterizovan hodnotou vinové délky
pro maximum pasu A @ intenzitou pasu.

V analytické chemii se tato intenzita nejjednoduseji vyjadiuje hodnotou molarniho absorpéniho koeficientu €ma.x. Hodnota €mnax se
vypocitd z hodnoty absorbance A zméfené pro roztok latky o koncentraci ¢ v kyveté tloustky | cm pfi vinové délce Ay dle Bouguer-
Lambert-Beerova zikona ve tvaru:

Predpokladem pro méfeni zavislosti absorbance na koncentraci A = f(c) a absorbance na vlnové délce A = (), ktera jsou zakladem
kazdé spektrofotometrické metody, je Casova stabilita proméfovaného roztoku.

Pro uréitou barevnou latku v roztoku je charakteristické absorpéni spektrum s definovanym absorpénim maximem Ap.x. Intenzitu
zbarveni lze vyjadfit veli¢inou absorbance A, tj. jako logaritmus poméru svételného toku @, vstupujiciho do barevného prostiedi k
svételnému toku @, proslému barevnym roztokem pii ur€ité vinové délce pouzitého zateni.
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Je-li v roztoku pfitomna smés barevnych latek A a B, je absorpce svételného toku ur¢ité vinové délky A, timto roztokem souétem
absorpci barevnymi latkami A a B a pro absorbanci pfi této vinové délce tedy plati:
AAI = (AA )Al + (AB)/]J

Pro absorbanci pfi jiné vinové délce A, plati: AA2 = (AA )Az + (AB )Az

Pii pfesném fotometrickém stanoveni dvou barevnych slozek v roztoku metodou klasické viceslozkové analyzy vychazime proto
z téchto predpokladi:

a) roztok latky A o koncentraci ¢, silné absorbuje pti vinové délce A a mélo pfi vinové délce A,. Naproti tomu roztok latky B o
koncentraci cg silné absorbuje pti vinové délce A, a malo pfi vinové délce A,
b) absorpce roztoki jedné i druhé slozky se pti obou vlnovych délkach A a A, ¥idi Bouguer-Lambert-Beerovym zakonem:
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kde: € je hodnota molarniho absorpé&niho koeficientu pro danou vlnovou délku [1 mol™ ecm™ ],
1je tloustka kyvety [em],

¢ je koncentrace [mol. 1"].

Na zakladé¢ tohoto zékona a vzhledem k vySe uvedené aditivnosti absorbance mizeme absorbanci smési dvou barevnych latek pri
vlnové délce A, vyjadiit takto:

. pro vinovou délku A;: 4, = (gA )/\1 &, + (gB )/\1 (&,

kde: (Ea),, resp. (€g)r, jsou molarni absorpcni koeficienty latky A, resp. latky B pro vinovou délku A,

. pro vinovou délku A, plati analogicky: 4, = (54 )/\z (¢, + (‘SB)/\Z (¢,

kde: (Ea)n,, resp. (Es)a,jsou molarni absorpéni koeficienty latky A, resp. latky B pro vlnovou délku A .

Pouzivame-li pfi méfeni kyvety o stale stejné tloustce (nejcastéji 1 = 1 cm), mizeme hodnoty & definovat vzhledem k této

jednotkové tloust’ce a veli¢inu / v rovnicich vynechat.

Rovnice pro Ay a Aj, predstavuji dvé vzajemné spjaté rovnice pro dvé neznameé, kterymi jsou koncentrace latky A, tj. ca, a latky
B, tj. cg ve smési.

Hodnoty jednotlivych veli¢in vyskytujicich se v téchto rovnicich ur¢ime takto:

¢ hodnoty Ay, a A, zméfenim
hodnoty (Ea)a; @ (Ea)r, Vypo€tem, resp. graficky jako smérnice koncentracnich zavislosti pro standardni roztok latky A naméfenych



pro dvé zvolené vinové délky (Ax, =f(ca) a Ay, =1f(ca))
hodnoty (€g)r; a (€s)r, Vypoctem, resp. graficky jako smérnice koncentracnich zavislosti pro standardni roztok latky B nameéfenych
pro dvé zvolené vinové délky (Ax, =f(cg) a Ay, =f(cs))

Pro soucasné stanoveni dvou slozek je zadouci, aby pomér molarnich absorpénich koeficienti jednotlivych slozek byl alespon pri

jedné ze dvou zvolenych vinovych délek
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Piiprava kalibra¢nich roztoku

KMHO4

Presn¢ 0,5; 1; 1,5; 2 a 2,5 ml 0,01 M KMnO, napipetovat postupné do péti 50 ml odmérnych bangk,
pipetou pfidat 10 ml smési | M H,SO4 a 1 M H;PO,, doplnit destilovanou vodou po rysku a dobte
promichat.

K2Cr207

Presné 1, 2, 3,4 a 5 ml 0,01 M K,Cr,0; napipetovat postupné do péti 50 ml odmérnych banék, pipetou
pridat 10 ml smési 1 M H,SO4 a 1 M H;PO,, doplnit destilovanou vodou po rysku a dobie promichat.

Méfeni absorpénich spekter manganistanu a dichromanu

Meteni absorpénich spekter manganistanu a dichromanu provést pro kalibracni roztoky stredni
koncentrace (tj. obsahujici 1,5 ml manganistanu a 3 ml dichromanu).

Absorbanci v rozsahu 370-550 mn zméfit po 10 nm v 1 cm kyvetach proti destilované vodé. V
oblastech absorpcnich maxim doméfit jesté absorbance pro vinové délky po 5 nm. Absorpéni kiivky (tj.
zavislosti absorbance na vinové délce) jednotlivych komponent vynést do grafu.

Pfi praci s kyvetou dodrzujeme tyto zasady:

« kyvetu naplnit méfenym roztokem do */; objemu kyvety (pokud ji naplnime po okraj, hrozi
nebezpeci vyliti jejiho obsahu do piistroje a jeho néasledné poskozeni)

*  pro méfeni vzdy pouzivat stejnou absorpcni kyvetu

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

Méi‘eni kalibrac¢nich zavislosti manganistanu a dichromanu p¥i vybranych vinovych délkach

Po vyhodnoceni kazdé naméiené absorpcni kiivky vybrat vinové délky vhodné pro stanoveni, tj. takove,
kde jsou rozdily v absorbancich jednotlivych latek nejvyraznéjsi (maximum, minimum). Pro analyzy
smési manganistanu a dichromanu jsou doporuceny vinové délky 390, 470 a 545 nm.

Pii kazdé z vybranych vinovych délek zméfit kalibracni zavislost se sadou kalibra¢nich roztokd v 1 cm
kyvetach proti destilované vodé:

Azgg = f(CKMn04) Ay = f(CKMn04) Asys = f(CKMn04)

Azgg = f(CK2Cr207) Ay = f(CK2Cr207) Asys = f(CK2Cr207)

Vysledky zaznamenat do tabulky sestavené pro pozd¢jsi vypocty:
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Pro kazdou vilnovou délku sestrojit kalibracni kiivky KMnO, a K,Cr,0O; jako zavislosti A = f(c).

5.4. Piiprava modelovych smésnych roztokii manganistanu a dichromanu a neznamého vzorku
Do tfi 50 ml odmérnych banék pfipravit dle nasledujici tabulky smésné roztoky o rzném poméru
obsahu manganistanu a dichromanu. Pipetou pfidat 10 ml smési 1 M H,SO, a 1 M H3;PO, , doplnit
destilovanou vodou po znacku a dobfe promichat.
K neznamému vzorku piidat 10 ml smési 1 M H,SO,4 a 1 M H;PO, , doplnit destilovanou vodou po
znacku a dobfe promichat.
CKCr207 CKMnO4
Voo Il Vi (] [mol/1]
m
(K2Cr207) mo Aszgp Aumo Asys (KMnO4) Asys Asys Asys °
(dano) (dano)
Vzorek 1 2,5 1,5
Vzorek 11 1 2
Vzorek 111 4 0,5
Neznamy
X X
vzorek
5.5. Méfeni absorbance smésnych vzorki a vypocet jejich sloZeni
Pii vinovych délkach, pfi nichz byly naméfeny kalibracni zévislosti, zméfit absorbance modelovych
vzorkl v 1 cm kyveté proti destilované vodé.
5.6. Stanoveni koncentrace manganistanu a dichromanu v modelovych vzorcich

Jak 1ze odvodit z namétenych spekter, jsou rozdily mezi absorpcnimi kiivkami pro zlutooranzovy
dichroman a fialovy manganistan takové, Ze v oblasti vinové délky 545 nm dichroman na rozdil od
manganistanu prakticky neabsorbuje.

To umoziiuje z absorbance naméfené pii této vinové délce stanovit s pouzitim piislusné kalibracni
ktivky pro manganistan koncentraci manganistanu ve vzorku.

Nameéfena absorbance smésného vzorku pii 545 nm odpovida totiz pouze koncentraci manganistanu,
protoze plati:

A545 (gKMnQ )545 IE,KM11O4

Pro takto urcenou koncentraci manganistanu odecist na kalibracnich kiivkach pro manganistan pii 390
nm a 470 nm odpovidajici hodnoty absorbance, tj. (Axmnog)300 @ (AxMnog)470-




Pro jednotlivé vinové délky odecist tyto hodnoty od naméfenych hodnot absorbance smésného
modelového vzorku Ajgg, resp. Agzg, ¢imz lze ziskat korigované hodnoty absorbanci, které odpovidaji
pouze koncentraci dichromanu (Ak,cr07)390 @ (Axacro7)470-

Pii vypoctu je tfeba vychdzet z nasledujicich vztaht, patficné je upravit:

A390 = (AKan )390 + (AKZC'iOv )390

A390 = (gKMI‘IQ )390 KMI104 + (£K2C§07 )390 IztI(ZC'§O7

A470 - (gKMI‘IQ )470 KMI104 + (£K2C§07 )470 Izt1(26'507

Z vypoctenych korigovanych hodnot absorbanci (Ak,crno7)390 @ (Akycrao7)a70 Urcit pomoci kalibracnich
kfivek dichromanu pro jednotlivé vinové délky (390 a 470 nm) hledané koncentrace dichromanu ve
vzorku. Uréené koncentrace dichromanu pro jednotlivé vlnové délky (390 a 470 nm) porovnat a
posoudit, zda existuje souvislost mezi presnosti méfeni pro urcitou uroven absorbance a vysledkem
analyzy.

5.7. Stanoveni koncentrace manganistanu a dichromanu v neznamém vzorku

K neznamému vzorku v 50 ml odmérné baiice napipetovat 10 ml smési 1 M H,SO, a 1 M H3;PO,,
doplnit destilovanou vodou po znacku a dobte promichat.

5.7.1. Poutziti tabulkového procesoru pro grafické znazornéni namérenych zavislosti a zpracovani
vysledku

Podle pokynii vedouciho cviceni v programu MS Excel otevtit Sablonu ,,5-viceslozkovd analyza -
vzorové reSeni ““ a ulozit novy sesit.

Prepsat absorbance pro jednotlivé vinové délky.

Program zpracuje zadana vstupni data a naméfené hodnoty a v fadcich 93-111, ve sloupcich A-I se
objevi vysledky analyz modelovych vzorkd (v jednotkach hmotnostnich v fadcich 95-101
a v jednotkach objemovych v fadcich 103—113). V fadcich 114-131 a ve sloupcich A-D jsou vysledky
analyzy zadaného neznamého vzorku.

DANO:
M.H. KMnO, 158,045 g/mol Vzorek €. pipetovano
0.0100 roztok 1,58045  mg/ml ml mg
7 150 2,370675
3 2,00 3,1609
0,50 0,790225
M.H. KoCr207 20419 gfmol Vzorek €. pipetovano
0.0100M roztok 29419 mg/ml ml mg
7 7,50 735475
3 1,00 27,9419
2,00 11,7676
KALIBRACNI KRIVKA MANGANISTAN
¢(KMnO3) 0,01 tj. v 1 ml je 0.01 mmol
tj. v 1 ml je 1.58045 mg KMnOs
[l do 50 ml mmol (KMnO3) A 3 A e A c
v 50 ml mol/l 390 390 470 470 545 545
0,50 0,005 0,0001 0,021 210,0 0,043 730,0 0,124 1240,0
1,00 0,010 0,0002 0,031 155,0 0,077 3850 0237 T185,0
150 0,015 0,0003 0,041 136,7 0,113 376,7 0,386 1286,7
7,00 0,020 0,0004 0,047 17,5 0,143 3575 0,548 1370,0
750 0,025 0,0005 0,072 44,0 0213 26,0 0944 1888,0
primérng hodnota 152,6 395,0 1393,9
stand. odchylka % 23% 8% 20%

KALIBRACNI KRIVKA DVOJCHROMAN
(KoCr:07) 0,01 tj. v 1 ml je 0.01 mmol
tj. v 1 ml je 2.9419 mg KoCraO5



mIv 50 ml [mmol (K:Cr207) A € A e A e
v 50 ml mol/l 390 390 470 470 545 545
1,00 0,010 0,0002 0,075 375,0 0,042 210,0 0,004 20,0
2,00 0,020 0,0004 0,142 355,0 0,077 192,5 0,001 2,5
3,00 0,030 0,0006 0,232 386,7 0,118 196,7 0,001 1.7
4,00 0,040 0,0008 0,328 410,0 0,148 185,0 0,011 13,8
5,00 0,050 0,001 0,447 447,0 0,181 181,0 0,003 3,0
primérna hodnota 394,7 193,0 8.2
stand.odchylka % 9% 6% 101%
Naméiené absorbance
AG90) A@70) AG45)
T.vzorek 0,227 0,192 0,395
[ vzorek 0,122 0,173 0,556
B.vzorek 0,346 0,177 0,128
[d-vzorek - x 0,097 0,108 0,244
5.7.2  Vyhodnoceni viceslozkové analyzy

Pfi vyhodnoceni stanoveni koncentraci a hmotnosti KMnQOy4 a K,Cr,O; v nezndmém vzorku v protokolu
do zavéru uvést:

1.

2.

3.

Naméiena absorpéni spektra pro manganistan a dichroman se zdiivodnénim vybranych

vinovych délek.

Kalibrac¢ni zavislosti a vyplnéné tabulky pro manganistan a dichroman pri 390, 470 a 545 nm,
popf. jinych vybranych vinovych délkach.
Tabulku vysledku analyz modelovych vzorki s udaji:

Vysledek analyz modelovych vzorki

VYSLEDEK KMnO4 158,045 K,Cr,07 294,19
vmg dano stanoveno rel.ch. dano stanoveno pii 400nm. rel. ch. stanoveno pii 470 nm rel. ch.
mg mg % mg mg % mg %
L.vzorek 2,3707 2,2393 -6% 7,3548 6,8473 -7% 6,1007 -17%
2. vzorek 3,1609 3,1520 0% 2,9419 2,2776 -23% 1,1760 -60%
3. vzorek 0,7902 0,7256 -8% 11,7676 12,3712 5% 10,7235 -9%
VYSLEDEK KMnO, 158,045 K,Cr,07 294,191
pfepocet na ml dano stanoveno rel.ch. dano stanoveno pii 400nm. rel. ch. stanoveno pii 470 nm rel. ch.
ml ml % ml ml % ml %
lL.vzorek 1,50 1,416854 -6% 2,50 2,3275 -7% 2,0737 -17%
2. vzorek 2,00 1,9943565 0% 1,00 0,7742 -23% 0,3997 -60%
3. vzorek 0,50 0,4591324 -8% 4,00 4,2052 5% 3,6451 -9%

Z tabulky vysledki analyz modelovych vzorku uvést do oddélené tabulky teoretické hodnoty
stanovovanych liatek (m[mg]) a hodnoty namérené pii jednotlivych stanovenich modelovych

vzorki (m[mg], c[mol . I'']) s ohledem na relativni chybu stanoveni:

vzorek ¢.

¢ KMnO,
[mol . 1]

Myeoret. KMHO4
[mg]

Mstanoveno KMHO4
[mg]

C K2Cr207
[mol . 1]

Myeoret. K2cr207
[mg]

Mgtanoveno

K2Cr207




[mg]

I

II

I

N.vzorek X X

Uvést a zdiuvodnit, pii které vinové délce je stanoveny obsah dichromanu draselného
presnéjsi.

4. Pocetné stanovit mnozstvi KMnO, a K,Cr,0; v modelovych vzorcich a neznamém vzorku
pomoci vztahii v odstavci 5.6.

M rxe

5. Zdavodnit pfi¢iny mozného chybného stanoveni obsahu KMnO,4 a K,Cr,O; v neznamém
vzorku.



