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Obecné zaklady

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urcitych vlnovych
délek. Je to dano tim, Ze mohou existovat v urcitych kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize ma molekula pfejit ze stavu s nizsi energii do stavu s energii vyssi,
musi absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd pravé odpovida rozdilu energii mezi
energetickymi hladinami Ep a Eq obou kvantovych stavii podle Bohrovy frekvenéni podminky:

AE=Ey~Eq=hv=hc/) 1)

kde ¢ je rychlost svétla, A vinova délka a h je Planckova konstanta (6,626 -10-3*J s); podle
konvence je excitovana hladina oznacena indexem p, zakladni indexem q.

Energeticky nejnarocnéjsi jsou prechody mezi elektronovymi energetickymi hladinami.
Bézn¢ jsou zpusobeny absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditelného zateni (400 az
800 nm). Absorpci zéfeni lze méfit na piistrojich, které nazyvame absorpéni spektrofotometry.

Pfi absorpénim meéfeni je ze vstupujiciho toku zafeni @, Cast absorbovana vzorkem
(absorbovany zativy tok @®a) a Vvidedlnim piipadé zbytek projde a je zaznamenan jako
vystupujici zarivy tok @.

zafivy tok zafivy  tok
vstupujici vystupujici
Pa zafivy  tok
absorbovany

Podil zarivych tokt @ a @, se nazyva propustnost neboli transmitance:

t=d/| P, (2)



Na vétsing spektrofotometrti 1ze také odecist hodnotu absorbance A, tj. zaporné vzaty
logaritmus propustnosti:

A=—logz=1log (®o/PD) 3)

Konstrukéne se spektrofotometry déli na jednopaprskové a dvoupaprskové. V naSich
laboratotich pouzivame jednopaprskovy spektrofotometr, ktery méfi pouze vystupujici tok
zafeni. Proto je tieba provést dvé méfeni: vedle méteni vzorku (@) jesté srovnavaci pokus
(Do), pii kterém se mé&fi slepy vzorek, kde nedochazi k absorpci.

Zavislost propustnosti ¢i absorbance na vinové délce (frekvenci) nazyvame absorpéni
spektrum. Absorpéni spektrum je tvofeno absorpénimi pasy. Absorpcni pas charakterizujeme
polohou jeho maxima, propustnosti (nebo absorbanci) v maximu a tvarem. Absorpéni
spektrum slouzi k identifikaci slouCenin, zejména organickych, s chromofornimi skupinami,
jako napt. C=0, N=N, N=0, konjugovanymi dvojnymi vazbami apod.

Velka vétsina kationtd ve zfedénych vodnych roztocich vykazuje jen nepatrnou vlastni
absorpci. Kationty se proto prevadéji do barevnych stabilnich komplext reakci s
komplexotvornymi ¢inidly obsahujicimi chromoforni skupiny. Vznik komplexu obvykle
vyzaduje prostfedi o vhodné hodnoté pH apod.

Tézisté aplikaci absorpéni spektrofotometrie ve viditelné oblasti spektra je v
kvantitativni analyze. Kvantitativni analyza je zaloZzena na Lambertové-Beerové zakoné,
podle kterého je hodnota absorbance A pfi vinové délce A pfimo timérna latkové koncentraci €
(mol IY). V piipadé jediné absorbujici latky plati:

AL =abc=kc 4)

Konstantou tmérnosti je soucin tloustky vrstvy b (cm) a molarniho absorpéniho
koeficientu pfi dané vlnové délce &2, ktery ma rozmér 1 mol~t cm=1. Z uvedeného vztahu dale
vyplyva, Ze souin &£1.b je pro méfeni stejného analytu pii stejné vinové délce a ve stejné
kyveté konstantni a mtize byt nahrazen konstantou k.

Lamberttiv-Beeriiv zédkon plati pro monochromatické elektromagnetické zateni a obor
nizkych koncentraci, fadové mensich nez 102 mol IX. Pro kvantitativni analyzu je nutné
vybrat takovou vilnovou délku, pfi niz stanovovana latka siln€ absorbuje (nejlépe maximum
absorp¢niho spektra) a ptipadné interferujici latky maji absorpci minimalni.

Pti spektrofotometrickém stanoveni se obvykle pracuje srovnavacim zptisobem, protoze
hodnota molarniho absorpéniho koeficientu stanovované latky pii zvolené vlnové délce
nebyva znama. Proto se méfi vedle vzorku i standardni roztok. Konstantu umérnosti k ze
vztahu (4) pak zjistime z absorbance Asta koncentrace cst standardniho roztoku podle vztahu:

k=Ast/Cst=Avz/Cv; (5)

Z namétené absorbance Av; a vypoctené konstanty k pak lze vypocitat neznamou latkovou
koncentraci vzorku cyv;. V praxi se vSak vétSinou nespokojime se standardnim roztokem o
jediné koncentraci, ale pouzijeme tzv. metodu kalibraé¢ni krivky.

Pfi tomto postupu se zméfi absorbance nékolika kalibracnich roztoki o riznych
koncentracich, samoziejmé v téze kyveté a pii stejné vhodné zvolené vinové délce. Z pribehu
ziskané zavislosti absorbance na koncentraci, tj. z kalibra¢ni kiivky lze ovéfit platnost
Lambertova-Beerova zakona. Vysledna zavislost by méla byt ptimka prochazejici pocatkem a



nazyvame ji kalibraéni primkou. Tato metoda je pouzitelna, pokud stanovujeme danou latku
V jednoduché, snadno napodobitelné matrici (napt. v pitné vod¢, kterou lze pro nékterd
stanoveni dobfe modelovat destilovanou vodou).

Casto je oviem tieba danou latku stanovit ve slozité matrici, napt. v odpadni vodé nebo
Vv slozité biologické matrici. Modelovou matrici pro ptipravu kalibra¢nich roztoka by v tomto
pfipadé musela byt totoznd odpadni voda nebo biologicky materidl ovSem neobsahujici
stanovovanou latku, coz je tézce proveditelné. Pak je vyhodné pouzit metodu standardniho
pridavku.

Pii stanoveni neznamé koncentrace vzorku Cv; metodou standardniho ptidavku se zmé&fi
absorbance neznamého vzorku Ay, a pak se koncentrace stanovované latky ve vzorku zvysi
definovanym ptidavkem standardu a zméfi se odpovidajici absorbance roztoku. Opét plati
vztah (5). Stejn¢ jako u metody kalibracni pfimky se provadi casto vice pridavka a
koncentrace vzorku se vyhodnocuje pomoci statistickych metod (linearni regrese). Postup je
podobny jako u pfedchozi metody.

Ptipravi se sada roztokl obsahujici vedle stale stejného mnozstvi méfeného vzorku i
rizné znamé piidavky standardniho roztoku stanovované latky. Vychozim métenim je roztok
vzorku bez ptidavku standardniho roztoku — odpovida absorbanci Avz. Do grafu se pak vynasi
namétené absorbance proti zménam koncentrace (rozdiliim oproti koncentraci vzorku). Ze
smérnice piimky k a vychozi hodnoty absorbance Av; se vypocita koncentrace vzorku Cy;.

cvz=Avz/K

Absorpéni spektrofotometr

Zakladnimi ¢asti absorpéniho spektrofotometru

Absorpéni spektrofotometr je tvofen ¢tyfmi zdkladnimi ¢astmi: 1. zdrojem zéfeni, 2.
monochromatorem, 3. absorpénim prostfedim a 4. detekénim systémem.

1.  Zdrojem spojitého elektromagnetického zafeni pro viditelnou oblast je bé&zné
wolframova, halogenovéa nebo xenonova pulzni lampa (v ptipadé Cary 60).

2. Monochromator je tvofen vstupni a vystupni Stérbinou, rozkladnym prvkem a
zrcadlovou nebo Cockovou soustavou. Rozkladnym prvkem mize byt hranol nebo
reflexni mfiizka. Pro viditelnou oblast spektra, tj. 400-800 nm, je hranol ze skla.
Natacenim rozkladného prvku se postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické
obrazy vstupni $té€rbiny na S§térbinu vystupni.

3. Absorpéni prostiedi tvoii kyveta s mémym, piip. srovnavacim roztokem. Material
kyvet se fidi méfenou oblasti spektra. Pro viditelnou oblast jsou okénka kyvety ze skla.
Absorpéni prostiedi tvoii vétSinou roztok latky ve vhodném rozpoustédle. NejbéznéjSim
rozpoustédlem pro viditelnou oblast spektra je destilovana voda.

4.  Detekéni systém je slozen z detektoru zafeni a elektronického zafizeni na zpracovani
jeho odezvy. Detektor prevadi zafivy tok na elektricky signal. Pro detekci zareni ve
viditelné oblasti se pouzivaji fotonky nebo fotondsobice, selénové hradlové fotoclanky,
fotoodpory apod. Signal z detektoru se zpracovava v zesilovaci a jeho vystup se zobrazi
na Cislicovém displeji.

Svazek polychromatického zateni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni $térbinu
monochromatoru. Po rozkladu na reflexni mfiZce nebo hranolu vychéazi z vystupni Sté€rbiny



svazek piiblizné monochromatického zéteni, které je charakterizovano intervalem vinovych
délek, které projdou vystupni stérbinou. Stfedni hodnotou tohoto intervalu je nastavend vinova
délka. Velikost intervalu je zavisla na konstrukeci pfistroje. Po prichodu absorpénim
prostfedim dopadd monochromatické zateni na fotoelektricky detektor a vznikly fotoproud se
prevadi na digitalni vystup.

Obr. 1. Absorp¢ni spektrofotometr Cary 60

Spektrofotometr Agilent Cary 60 UV—Vis je jednopaprskovy s kvalitnim a piesnym

skenovanim v rozsahu od 190 do 1100 nm s rychlosti skenovani 24 000 nm /min.

STANOVENI ZELEZA 1,10-FENANTHROLINEM

Ukoly:

1.

Proméite elektronové absorpéni spektrum komplexu a naleznéte vinovou délku
maxima absorp¢niho spektra.

2. Zjistéte Casovou stalost komplexu.

3. Proméite zavislost absorbance na koncentraci komplexu a sestrojte kalibracni graf.
Stanovte hmotnost Zeleza (Mmg) ve vzorcich pitné vody metodami kalibra¢ni ptimky a
standardniho ptidavku.

4. Zjistéte stechiometrii a vypocitejte konstantu stability vzniklého komplexu metodou
kontinuélnich variaci (Jobova metoda).

5. Zpracujte a vyhodnot'te vysledky.

Princip

Ke stanoveni zeleza ve vodnych roztocich se pouziva velmi stabilni komplex

dvojmocného Zeleza (Fe?*) s ttemi molekulami 1,10-fenanthrolinu, vznikajici pfi pH = 2 az 9.



Predpokladem kvantitativniho stanoveni je kvantitativni vznik komplexu (tzn. alespon
99,99% Fe?* je ve formé komplexu), chemicka stalost komplexu v daném prostedi a rychlost
vzniku komplexu. Ta musi byt dostatecné vysoka, abychom mohli pfedpokladat, ze komplex
vznika v dobé¢, ktera uplyne od namichani roztoku do zméteni absorbance.

Aby pfitomné Zelezo bylo ve formé Fe?* (s trojmocnym Zelezem komplex nevznikd),
piidava se redukcni Cinidlo, jako napt. hydroxylamin. Reakce je velmi citlivd a dovoluje
stanovit i velmi nizké koncentrace Zeleza, fadové mg 1. Lambertiiv-Beertv zédkon plati do
koncentraci Zeleza cca 60 mg 1%,

Pro stanoveni Zeleza 1,10 fenanthrolinem se pouziva absorpcni spektrofotometr Cary
60 (Obr. 1.). Jedna se o jednopaprskovy absorpéni spektrofotometr métici ve spektralnim

rozmezi 190—100 nm.

Ptistroj zapojime sitovou Siiirou na 220 V a na Cary 60 zapneme po pravé strané
sitovy vypina¢. Po jeho stisknuti se vypina¢ rozsviti blikajicim Zlutym svétlem. Nechdme
piistroj kratkou dobu temperovat (asi 1-2 min). Po rozsviceni stalého zeleného svétla
vypinace pfistroj 1ze pouzit K praci.

Cinidla a roztoky

1. Zakladni roztok 1,10-fenanthrolinu ma pfesnou koncentraci 0,01 mol 11 a je pfipraven
v davkovaci (davka 2 ml). Toto mnozstvi predstavuje dostateCny piebytek Cinidla tak,
aby komplexace s zeleznatym iontem probé&hla kvantitativng.

2. Octanovy tlumivy roztok (pH = 4,5) o koncentraci 0,1 mol I! je pfipraven v davkovadci
(davka 5 ml). Tento zasobni roztok obsahuje téz hydroxylamin (100 g I-*) pro redukci
pfitomného Fe®" na Fe?*.

3. Standardni roztok Zeleznaté soli o objemu 250 ml a o latkové koncentraci 5.10* mol I
pfipravime navaZenim potfebného mnozstvi hexahydratu siranu amonnoZeleznatého
(Mohrovy soli) — Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (M = 392,13 g mol-1) s ptesnosti na 4 desetinna
mista. Navdzené¢ mnozstvi se rozpusti v malém mnozstvi destilované vody v 250 ml
odmérné bance a k tomu se piida 2,5 ml HoSOas, ziedéné v poméru 1:10 (roztok H2SOs,
ziedéné 1:10 je piipraven v zasobni lahvi s davkovacem), pak se roztok doplni po rysku
a promicha se.



Vzorky

Kazdy student dostane neznamé vzorky do 2 odmérnych ban€k na 50 ml oznacenych
Cislem (podlé cisla stolu). (V ptipad¢é skupiny s po¢tem studentd nad 12 se doporucuje jen
jeden vzorek pro studenta)

Baiiky se vzorky dopliite destilovanou vodou po rysku a dikladné promichejte. Dale
postupujete podle navodu.

Pracovni postup

Po zapnuti piistroje a pocitace na obrazovce najdete slozku fotometrie, tiloha 5. Po otevieni
této slozky oteviete slozku ,,metod”, ve které jsou uvedeny metody pro plnéni ukold
laboratorni prace.

Pied méfenim na disku F ve slozce odpovidajici aktualnimu roku vytvoite slozku, do
které budete ukladat namétena data.

1. Absorp¢ni spektrum komplexu

a) pfipravte roztok pro vynulovani pfistroje a proméfovani ,.baseline*

Do 25 ml odmérky se odméti 5 ml octanového tlumice, ptida se 2 ml ¢inidla o koncentraci
0,01 mol I, doplni se po rysku a promicha.

b) pfipravte roztok pro méfeni absorpéniho spektra

Do 25 ml odmérky se odméfi 2 ml roztoku Zeleznaté soli o koncentraci 5 - 10~* mol I, ptida
se 5 ml octanového tlumice, 2 ml ¢&inidla o koncentraci 0,01 mol 1%, doplni se po rysku,
promicha.

Pro méteni absorpéniho spektra komplexu zvolte metodu ,,absorpéni spektrum® a
zkontrolujte parametry nastaveni. Na levé stran¢ panelu najdete tlacitko ,,Setup®, po kliknuti
na toto tlacitko se objevi parametry pro méteni. Zkontrolujte:

° rozsah méteného spektra: ,,start 600 stop 400°;
e v polozce ,,Scan controls® — zvolit ,,medium®;
e Vv polozce ,,.Beam mode* — zvolit ,,dual beam*;

e Vvhorni Casti panelu ,,Setup® je zalozka ,baseline — polozka ,,baseline
correction musi byt aktivovana.

Praci zacnete proméfenim ,,baseline® s pomoci tlacitka ,,baseline* na levé ¢asti panelu.

Pro méfeni ,,baseline” pouzijte roztok 1a (5 ml pufru, 2 ml fenantrolinu a doplnény vodou do
25 ml). Tento roztok pouzijte | pro méfeni nultého spektra.

Mgéfeni aktivujete tlacitkem Start.
Proméite piipraveny roztok 1b pro ziskani absorpcniho spektra.
Opiste hodnoty Amax @ odpovidajici hodnotu vinové délku A (nm).

Vypocitejte hodnotu €. Pracujeme s mérnou kyvetou o Sifce 1 cm



2. Zjisténi Casové stalosti komplexu

Do 25 ml odmérky se odméii 2 ml roztoku Zeleznaté soli o koncentraci 5 - 10~* mol I,
pfida se 5 ml octanového tlumice, 2 ml ¢inidla o koncentraci 0,01 mol 171, doplni se po rysku,
promicha a ihned se méfi absorbance pii vinové délce Amax. Absorbance se méfi v
pulminutovych intervalech po dobu 5 minut.

(Vzhledem k okamzité tvorbé komplexu a z ditvodu uspory casu lze pracovat s roztokem 1b).

Pro méfeni casové stdalosti komplexu zvolte ze slozky ,,metod* metodu ,,Kinetika“.
V piipadé oteviené¢ho piedchoziho méficiho softwaru s pomoci tla¢itka ,,Connect™ propojte
pfistroj s programem. Jinak mate na displeji aktivované tlacitko ,,Start*.
e  Zkontrolujte parametry nastaveni ve funkci Setup:
o ,.Wavelength nm* (v ptipadé potiteby opravte hodnotu podle vysledku
z tkolu 1); ,,Sample collect”: ,,Stage* 1; ,,cycle“ (min) 0.5; ,,stop“
(min) 5.
Mg¢feni aktivujete tlacitkem Start.
Do protokolu vypiste tabulku zavislosti zmény hodnoty absorbance vzorku na ¢asovych
intervalech.
Podle ziskanych vysledkii posud’te o stalosti komplexu.

3. Sestrojeni kalibra¢ni kiivky

V sedmi 25 ml odmérkach piipravte fadu 7 roztokli se vzrdstajicim obsahem
standardniho roztoku Mohrovy soli a se stejnym mnozstvim octanového tlumice a roztoku
fenanthrolinu:

Roztok 0 1 2 3 4 5 6
ml |5 - 10~ mol It Fe?* 0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
ml | octanovy tlumic¢ do kazdé odmérné banky 5 ml

ml [0.01 mol I &inidla do kazdé odmérné bariky 2 ml

Odmérné banky doplnte po rysku, promichejte a zméite hodnoty absorbance pii vinové
délce ﬂmax.

Mérnou kyvetu je tieba vZdy pred méfenim alesponi 3x proplichnout roztokem, ktery
chceme méfit.



4.  Stanoveni Zeleza ve vzorku
a) stanoveni hmotnosti Zeleza ve vzorcich pitné vody metodou kalibracni piimky

Do tfech odmérnych ban¢k na 25 ml odpipetujte po 1ml vzorku, ptidejte 5 ml
octanového tlumice a 2 ml fenanthrolinového c¢inidla. Roztoky doplnite po rysku destilovanou
vodou a promichejte.

Stejny postup pouzijte u druhé¢ho vzorku.

Zmeétte hodnoty absorbance za ptesné stejnych podminek, za jakych byla meéfena
kalibra¢ni kfivka. Zasadou je, aby meéfend hodnota absorbance lezela v rozsahu hodnot
kalibracni ktivky.

Pro méteni Kalibracnich roztokii a stanoveni obsahu Zeleza ve vzorcich pitné vody
metodou kalibracni pFimky zvolte metodu ,,kalibraéni pFimka“ ze slozky ,,metod“

V piipad€ otevienych predchozich méficich softwarti s pomoci tlacitka ,,Connect™ propojte
pfistroj s programem. Jinak mate na displeji aktivovanou funkci ,,Start“.

Po aktivaci metody ,.kalibracni piimka* zkontrolujte parametry nastaveni ve funkci Setup:
e Wavelength nm* (v pfipadé potieby opravte podle vysledku z ukolu 1);
e _Replicates” 3;
v horni ¢asti panelu ,,setup* v zalozce ,,standards zkontrolujte:
e . Units* pmol/l,

e Standards“ 7; (vypocitejte koncentraci ptipravenych standardnich roztokd a
uved’te hodnoty do tabulky;

o ,Fit type linear;

v horni Casti panelu ,,Setup* v zalozce ,,Samples vyplite pocet méfenych roztokd vzorki (3
odmérné banky pro kazdy vzorek): 1 student u stolu — 6; 2 studenti u stolu — 12; 3 studenti u
stolu — 9 v pripadé jestli asistent nerozhodne jinak.

Do kyvety dejte prvni kalibra¢ni roztok s 0 pmol/I koncentraci Fe?*.

Pro vynulovani pouzijte funkci ,,zero* na levé Casti panelu.

Proméite standardni roztoky 0—6. Méteni aktivujete tlacitkem Start.

Kyvetu je tif‘eba vidy pred méfenim 3x proplachnout roztokem, ktery chceme mérit!

Opiste do protokolu tabulku kalibra¢ni piimky a rovnice popisujici linearni vztah. Opiste
naméfené hodnoty absorbance a vypoctené hodnoty koncentrace pro neznamé vzorky.
Dopocitejte hmotnost analytu (Fe) v neznamych vzorcich v mg.



b) stanoveni hmotnosti Zeleza ve vzorcich pitné vody metodou standardniho piidavku

Pro stanoveni hmotnosti zeleza metodou standardniho pifidavku pipetujeme takovy
objem vzorku, aby odpovidajici hodnota absorbance byla kolem 0,2. Pfipravime pét roztoki,
do kterych se vedle tohoto objemu vzorku pifidad postupné proménné mnozstvi standardniho
roztoku zeleznaté soli a stejné mnozstvi tlumice a ¢inidla:

Roztok 0 1 2 3 4
ml | vzorku mnozstvi odpovidajici A=0,2

ml {5 - 10~* mol I'* Fe?* 0 0,5 1,0 15 2,0
ml | octanovy tlumic do kazdé odmérné banky 5 ml

ml | 0.01 mol I ¢inidla do kazdé odmérné banky 2 ml

Roztoky doplite po rysku, promichejte a u vSech zméite hodnotu absorbance.

Pro méfeni piipravenych roztokd zvolte ze slozky ,,metod” metodu ,,Standardni piidavek*.
Jestli po spusténi programu ,,Standardni piidavek na displeji neni aktivované tlacitko
Hdtart“, pouzijte tlacitko ,,Connect® pro propojeni piistroje s programem.

Zkontrolujte parametry nastaveni ve funkci Setup:

o »Wavelength nm* (v pfipadé potieby opravte podle vysledku z ukolu 1);
o »Replicates 3;

. Vv horni €asti panelu ,,setup® v zalozce ,,standards* zkontrolujte:

. ,units® pmol/l;

»otandards® 5; do tabulky uved’te hodnoty standardnich pfidavkt (opiSte
prvnich pét koncentraci z ,,kalibra¢ni ptimky*);

,Fit type* linear;
. V horni ¢asti panelu ,,Setup* v zalozce ,,Samples* 0.

Do kyvety dejte roztok la pro vynulovani (5 ml pufru, 2 ml fenantrolinu a doplnény
vodou do 25 ml) a pouzijte tlacitko ,,zero* na levé ¢asti panelu.

Proméite roztoky 0—4 se standardnimi piidavky.
Mgéfeni aktivujete tlacitkem Start.
Kyvetu je tieba vidy pred méfenim 3x propliachnout roztokem, ktery chceme mérit!

Opiste do protokolu tabulku vysledki méteni ,,standardni ptidavek™ a rovnice popisujici
linearni vztah. Dopoditejte hmotnost analytu (Fe) v neznamych vzorcich v mg. Stejny postup
pouzijte i pro stanoveni hmotnosti analytu (Fe) v druhém vzorku.



Zpracovani dat

1. Podle grafu absorp¢niho spektra urcete Amax.

2. Na zéklad¢ Lambertova-Beerova zakona (viz vztah 4) a podle hodnoty absorbance pti Amax
a koncentraci ptipraveného roztoku v bance 25 ml vypocitejte hodnotu molarniho
absorpéniho koeficientu pti dané vinové délce &2 [I mol-t cm™].

Sledujte zavislost absorbance na Case a v zavéru protokolu diskutujte stalost komplexu.

4. Pro ziskani kalibra¢ni krivky (zavislosti absorbance na latkové koncentraci Zeleza)
prolozte experimentalnimi body pfimku pomoci linearni regrese. Lambertiv-Beertv
zékon odpovida piimce prochazejici pocatkem (viz vztah 4). Pii experimentalnim
uspotadani, kdy se méfi rozdil absorbanci kyvety s destilovanou vodou a kyvety se slepym
vzorkem (fenanthrolinové cinidlo, octanovy tlumi¢ a voda), je tieba pouzit obecnou
rovnici ptimky A=K.c+q.

5. Pomoci ziskanych hodnot koncentraci vzorku z kalibraéni piimky vypocitejte latkovou
koncentraci (Fe). Pozor na to, ze na zakladé¢ kalibra¢ni pfimky byly vyhodnoceny roztoky
ptipravené odpipetovanim urcitého objemu zasobniho roztoku vzorku a jeho ziedénim
naobjem 25 ml, pficemz sam piivodni vzorek byl ziedén v bafice na objem 50 ml.
Z vypoctené koncentrace vzorku v 50 ml urcete celkovou hmotnost Fe (Mre=55,847 ¢
mol~!) ve vzorku (mg) pro nezndmé vzorky.

6. Pro metodu standardniho pfidavku pouzijte rovnéz linedrni regresi. Vstupnimi daty pro
vypocet koncentrace neznamého vzorku jsou hodnoty smérnice piimky a velikost useku na
ose absorbance, ktery odpovidéa absorbanci vzorku

A=kc+qg

o4
k
Z vypoctené koncentrace vzorku Ci, znamych objemu fedéni (25 ml) a pipetovaného
objemu lze vypocitat latkovou koncentrace plivodniho vzorku.

N1 (naredéng) [MOI] = N2 (odebrane) [MOI]; €1 Viged) = C2 * V2 (pip)

Ziskanou koncentraci a celkovy objem pfipraveného vzorku 50 ml pouzijte pro piepocet
na hmotnost Zeleza ve vzorku.

URCENiI STECHIOMETRIE KOMPLEXU METODOU
KONTINUALNICH VARIACI (JOBOVA METODA)

vvvvv

variaci.

Metoda kontinualnich variaci (Jobova metoda) je zalozena na méifeni absorbance roztoki
kovu (M) a ligandu (L), v nichz je soucet celkovych analytickych koncentraci M a L staly, tj.
c(M) + c(L) = m, ale méni se jejich pomér v zavislosti na latkovém zlomku kovu x = ¢(M)/m.
V tadé roztokd se méni x od 0 do 1. Lze prokazat, ze tato zavislost ma maximum v bod¢
n=(1- x)/x.
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Pro rovnovéazné koncentrace kovu [M] a ligandu [L] plati (materidlova bilance):
[M] =c(M) — [MLn] a [L] =c(L) — n[MLy] (6)

Vztah mezi [M], [L] a [MLn] je dan konstantou stability:
pn =MLl / (IM]" [L]") ()

Dosazenim rovnice (6) do (7) a Gipravou lze ziskat vztah pro zavislost rovnovazné koncentrace
komplexu na latkovém zlomku kovu:

[MLa] = fn (x m = [MLa]) {(1-x)m — n[MLa]}" (8)

Pokud ionty kovu a ligandu, na rozdil od komplexu, pfi zvolené vinové délce neabsorbuji, 1ze
vypocitat n z hodnoty X odpovidajici maximu zavislosti absorbance A na x a hodnotu
koncentrace komplexu v bod¢ maxima z Lambertova-Beerova zakona, protoze plati, ze

Ax = & [MLn]'b
Ve skutecnosti vzdy méfime koncentraci komplexu, ovSem pfi piebytku Cinidla plati, ze
koncentrace komplexu je rovna koncentraci Zeleza.

Metoda kontinualnich variaci je vhodna i pro relativné slabé komplexy, tj. komplexy s malou
hodnotou konstanty stability. Pro n > 3 jsou vsak vysledky této metody nejisté. Samoziejmé ji
nelze pouzit v pripad¢, kdy se za danych podminek tvofi vice nez jeden komplex.

Cinidla a roztoky

1. Standardni roztok Zeleznaté soli o latkové koncentraci 5 - 10~* mol |-

Ze z4kladniho roztoku 1,10-fenanthrolinu o koncentraci 0,01 mol I se ptipravi 1,10-
fenanthrolin o koncentraci 5 - 10~* mol I zfedénim destilovanou vodou do odmérné
banky objemu 100 ml

Pozor — jina zasobni lahev s 0,01 mol I-1,10-fenanthrolinem s davkovacem

3. Tlumivy roztok octanu sodného a kyseliny octové o koncentraci 0,1 mol I-* (obsahuje
hydrochlorid hydroxylaminu, ktery redukuje Fe®* na Fe?").

Pracovni postup k urceni stechiometrie komplexu metodou kontinualnich variaci

Pozor!!l V této uloze se pouzivd roztok o koncentraci 1,10-fenanthrolinu 5 - 10~ mol I-2.
Nezamériujte jej s roztokem 0,01 mol 1.
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V deseti 25 ml odmérnych baiikdch se piesné pripravi roztoky podle nésledujici tabulky

ml|{5-10“%mol I’ Fe?* |0 05 (1,0 (15 |20 (25 |30 |50 |80 (10,0

ml | octanovy tlumic do kazdé odmérné banky 5 ml

ml |5 - 10~* mol I% ¢inidla [10,0 |9,5 (9,0 (85 (80 (75 |70 (50 (2,0 |0

Odmérné banky dopliite po rysku a promichejte. Zméite hodnoty absorbance pti vinové délce

7\lmax

Pro méfeni piipravenych roztoku zvolte ze slozky ,,metod* metodu ,,Jobova metoda“.
Jestli po spusténi metody na displeji neni aktivovana funkce ,,Start®, pouzijte tlacitko
»Connect* pro propojeni ptistroje s programem.

Zkontrolujte parametry nastaveni ve funkci Setup:
o, Wavelength nm* (v ptipadé potieby opravte podle vysledku z tkolu 1).
Prvni pfipraveny roztok fady pouZijte pro vynulovani s pomoci tlacitka ,, zero* na levé ¢asti
panelu a pak od n¢j za¢néte proméiovat hodnoty absorbance.
Zm¢ite hodnoty absorbance pro vsech10 piipravenych roztok.

Meéfeni aktivujete tlacitkem Read.

Opiste do protokolu hodnoty absorbanci roztokid piipravenych podle navodu. Ziskané
vysledky méfeni pouzijte pro vypocet konstanty stability vzniklého komplexu.

Zpracovani dat k urceni stechiometrie komplexu metodou kontinualnich variaci

Do grafu vyneste absorbanci proti latkovému zlomku Zeleza xee = ml Fe?*/10. Extrapolaci
piimkovych vétvi urcete jejich priusecik, spusténi kolmice udéa X, z n€hoz se vypocte pocet
ligandd n=(1— x)/x

Z experimentalnich hodnot vypoététe dale konstantu stability S(MLn) pomoci rovnic
uvedenych nize. Hodnotu A(MLy) odeétete z maxima zavislosti A = f(x).

1. Zhodnoty Aw pro roztok se znamou [MLn] odectéte &., je-li b =1cm.
2. Zhodnoty A(MLn) vypoététe hodnotu [MLy] pro vas neznamy roztok.

3. Spocitejte hodnoty celkové koncentrace ligandu (1,10-fenanthrolinu) a celkové
koncentrace kovu (Fe?*) v roztoku odpovidajici nejvétsi hodnoté absorbance.

4.  Vypoctéte hodnoty [M] a [Ln].
5. Vypoctéte konstantu stability S(MLy).
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Mn+ + nL-(—) MLn

[ML,]

ATVeNTAT

n:(l—xAmax)/xA

max

A
[ML,]= ) : b=1cm
& i)b
[M] = ¢(M) — [MLq]
[L]=c (L) —n[MLx]

c(Fe*™) - V(Fe**)
V(tedéni)
(L) V(L)
V(tedéni)

c(M)=

c (L)

Protokol

Protokol obsahuje jednoduse vyjadieny princip préce, tikoly a ptehlednym zplsobem

zpracované vysledky vetné navazek a ptikladii vypocti. V zavéru protokolu budou struéné a
prehledné sestaveny namétené vysledky, tj. Amax, &€max (Vypocltéte ze smérnice kalibracni
ptimky a tloustky kyvety) komplexu zeleza s 1,10-fenanthrolinem a hmotnosti Zeleza
vV dodanych vzorcich v mg stanovené jak metodou kalibra¢ni pfimky, tak metodou
standardniho pfidavku. Urcete stechiometrie komplexu a vypocitejte konstantu stability
B(ML,) komplexu.

Kontrolni otazky

1.
2.

Formulujte Bohrovu frekvenéni podminku.

Které energetické prechody jsou excitovany absorpci ultrafialového a viditelného
zareni?

Vymezte ultrafialovou a viditelnou oblast zareni v nm.

Vyjmenujte Ctyii zakladni ¢asti jednopaprskového spektrofotometru. Popiste jednotlivé
¢asti a jejich funkci.

Co je to transmitance, absorbance a jak jsou definovany?

Co je to absorpcni spektrum? Jaké veli¢iny a v jakych jednotkach jsou v absorpénim
spektru vynaseny na osy?

Co vyjadiuje Lambertiiv-Beertiv zakon?
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

Vymezte podminky platnosti Lamberova-Beerova zakona.

Kter¢ veliCiny v Lambertové-Beerove zékoné zavisi na vinové délce?

Jaky vyznam ma pro fotometrii méteni Casové stalosti komplexu?

Co je to kalibra¢ni kiivka a jaky ma vyznam pro fotometrické stanoveni?

Na ¢em je zaloZena metoda standardniho pfidavku a v ¢em spociva jeji vyhoda?
Popiste princip metody kontinualnich variaci.

Jak se urcuje stechiometrie komplexu podle Jobovy metody?

Co je to konstanta stability komplexu a jak charakterizuje komplex?
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