10 a) SPEKTROFOTOMETRIE — STANOVENI MOLARNIHO ABSORPCNiHO
KOEFICIENTU

Spektrofotometrie je jednou z nejrozsifenéjSich analytickych metod, pfi niz se méti mnozstvi
svétla pohlcené roztokem stanovované latky. Metoda je pomérné citliva, umoziuje pracovat i
s roztoky latek o koncentraci mensi nez 10 mol.dm. MnoZstvi svétla pohlceného roztokem,

jehoz tloustka vrstvy je d a koncentrace ¢, ur¢uje Lambertiiv-Beertiv zakon
[=1I,-exp(—a-c-d) (X-1)

ve kterém Io je intenzita dopadajiciho svétla, 1 je proslé mnozstvi svétla roztokem a a je

absorpéni koeficient. Rovnici (X-1) je mozno psat také ve tvaru

I
log—=—-¢-c-d (X-2)
Iy

Konstanta € se nazyva molarni dekadicky absorp¢ni koeficient. Pomér I/Io, ktery mtize nabyvat
hodnot od 1 do O, se nazyva propustnost (transparence) T. Zaporny dekadicky logaritmus

propustnosti se nazyva absorbance A:

I
—logI—=A=e-c-d=—logT (X-3)
0

Hodnoty absorbance se pohybuji v intervalu od 0 do o, ovSem pfi pozadavku dosazeni
vysoké presnosti méfeni je optimalni pracovat s roztoky, jejichz absorbance
nepiekracuje hodnotu 1. Jestlize existuje v roztoku n absorbujicich slozek, pak je

absorbance aditivni:

n
Azz g ci-d (X-4)
i=1

Molarni dekadicky absorpcni koeficient € je pti dané vinové délce charakteristickou konstantou
a nezavisi na koncentraci latky. Jeho hodnota vykazuje pro danou latku charakteristicky tvar

zavislosti na vlnové délce.

V nékterych ptipadech nemusi byt Lamberttiv-Beertiv zakon splnén a absorbance neni linearni
funkei koncentrace. Proto pfed kazdym méfenim, v némz se vychazi z Lambertova-Beerova
zakona, je nutné ovéfit jeho platnost a sestrojit kalibraéni kiivku zavislosti absorbance na

koncentraci.



Ukol: Ovéfte platnost Lambertova-Beerova zikona a stanovte molirni absorpé&ni

koeficienty pro dané indikatory

1. Bromthymolova modf (BTM), pH=9, Amax =615 nm,
2. Methyloranz (MO), Amax = 465 nm,
3. Krystalova violet’ (KV), Amax = 590 nm.

Experimentalni vybaveni:
e 5-10° mol.dm® roztok krystalové violeti e pipety a pipetovaci balonek

4 kadinky o objemu 25, 50 cm?®

e 2-:10*mol.dm® roztok methyloranze

e 1,2:10* mol.dm= roztok BTM 10 odmérnych bané&k o objemu 25 cm?®

v pufruopH =9

spektrofotometr s kyvetami 1 cm

e pufrpH=9

Pracovni postup: Do odmérnych banék napipetujeme postupné 0,5 az 5 cm?® (po 0,5 ml)
zakladniho roztoku jednotlivych indikatort, doplnime po znacku destilovanou vodou (v piipadé
BTM pufrem o pH = 9), zazatkujeme a promichame. Naplnime si spektrofotometrické kyvety
(=1 cm pod okraj kyvety), oc¢istime kyvetu hadiikem a opatrné vlozime do spektrofotometru.
Nejprve musime zméfit srovnavaci roztok a potom roztoky indikdtoru. Srovnavacim roztokem
je destilovand voda (u BTM opét pufr o pH=9). Absorbanci roztoku méifime v 1 cm

spektrofotometrickych kyvetach pii vinové délce Amax.
Vyhodnoceni:

e Nameéiené¢ hodnoty absorbance pro jednotlivé koncentrace studovanych latek zapiSeme

spole¢né s piislusnou hodnotou koncentrace do tabulky (Tabulka X-1)



Tabulka X-1: Ovéteni Lambert-Beerova zakona — krystalova violet’ (KV)

Objem KV Koncentrace KV A €

[cm?] [mol -dm] [mol?! -dm®-cm]

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

50

¢ Hodnotu koncentrace vypocitame dle vztahu

n Cinga." Vind.
c= = (X-5)
Vcelk. Vcelk.
- Napt. pro roztok obsahujici 2 ml KV
5-107°-0,002
= = 4-10"%(mol -dm™3 X-5a
c 0,025 (mol - dm™3) ( )

e Pomoci rovnice (X-3) vypocitdme hodnotu moldrniho absorp¢niho koeficientu ¢



e Sestrojime graf zavislosti A = f(c) > A (zévis] snnd) —> 0sa Y
z4visle proménna

> ¢ [mol-dm™] (nezéavisle proménnd) — 0sa X
» velikost grafu alespont 10 x 10 cm

. o ) » body izolované, nespojovat !!!
y=ax-

e ) R*=0.9920 ., , . v/ vr
- » linearni zavislost — prolozime pifimkou,

uvést rovnici pfimky a koeficient R?

o » rozsah os vhodn¢ zvolime dle naméfenych

¢ [mol.. dm] hodnot, abychom vyuzili celou plochu grafu

Graf X-1: Zavislost A = f (¢) pro indikator pro nase naméfené hodnoty

¢ Do zavéru protokolu nezapomeiite uvést:

- co bylo cilem ulohy, co jste stanovovali, jak jste to provedli

- kde jsou uvedena data (napf. v tabulce 1, 2 atd.) a grafické zavislosti (napt. Graf 1 atd.)

- pro kazdy indikator uved’te pramérnou hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu se
smérodatnou odchylkou (& = gpram. smér. odch.)

- jesté uved’te hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu z grafu (smérnice ptimkové
zavislosti)

- porovnejte vami stanovené hodnoty moléarnich absorpcnich koeficientii s tabelovanymi
hodnotami (tyto uved’te i do zavéru) a vyjadrete relativni chybu v %

- pokud se néco nepovedlo, nezapomerite to uvést a napsat pravdépodobnou piic¢inu
nepiesnosti

10 b) SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI pK INDIKATORU

Acidobazické indikatory jsou vesmes organicka barviva, ktera reaguji zménou zabarveni na

zménu koncentrace hydroxoniovych iontl v roztoku.

Definici acidobazickych indikatori podal Kolthoff. Acidobazické indikatory jsou slabé
kyseliny nebo zasady, jejichz disociovand forma mé jiné zabarveni a strukturu nez forma

nedisociovana.

Titra¢ni kiivka indikatoru je totoZna s titracni kiivkou ostatnich kyselin a to znamena, ze
barevny ptechod neni dan bodem, ale celou oblasti pH. U "dobrych" indikétort je tato oblast

asi 1,5 jednotky pH.



pH,., pH

Obr. X-1: Zavislost absorbance roztoku indikatoru Hing Na pH

Pro indikator HInd, ktery ve vod¢ disociuje podle zjednodusené rovnice
HInd + H,0 S Ind™ + H;0™ (X-6)
muzeme napsat termodynamickou disociacni konstantu Kning

Amd- " Agzo+

Khima = (X-7)

AHInd
ProtoZe a = y-c, plati:

Vind= " YH;0* Cmmd~ " CHi0*

Khina = (X-8)

YHInd CHind

Pro velmi zfedéné roztoky je mozno s velmi malou chybou pokladat aktivitni koeficienty y za
jednotkové a termodynamickou disociac¢ni konstanty Kning 1ze ztotoznit s hodnotou zdanlivé

koncentra¢ni) disociacni konstanty K'Hing. Rovnici (X-8) lze potom psat ve tvaru:
y p p

Cind~
PKyima = pH — log— (X-9)
CHInd
ProtoZe plati, Ze soucet koncentraci obou forem je konstantni
Cinda~ * CHina = Cr (X-10)
z Lambertova-Beerova zakona a z rovnic (X-7), (X-9) vyplyva:
A — Apma
PKuma = pH —log——— (X-11)
Ama-—4A

Zavislost absorbance na pH je znazornéna na Obr. X-1.



Ukol: Spektrofotometrie - stanovte pK bromthymolové modie (BTM)

Experimentalni vybaveni:
e 2,5-:10%mol.dm™ roztok BTM e pipety a pipetovaci balonek

v pufruopH =9 4 kadinky o objemu 25, 50 cm?®

e sada Britton — Robinsonovych pufri 10 odmérnych banék o objemu 25 cm?

spektrofotometr s kyvetami 1 cm

pH-metr s ISE elektrodou

Pracovni postup: Sadu po 100 cm?® Britton-Robinsonovych pufrii o pH ~ 3 az 10 méame jiz

pripravenu.
pH pH
2,56 7,24
3,29 7,54
6,09 7,96
6,37 8,69
6,80 9,91

Platnost Lambert-Beerova zakona jsme ovéfili v pfedchozi tiloze 10 a).

Do odmérnych banék 25 cm? napipetujeme po 5 cm?® zasobniho roztoku BTM a doplnime po
znacku jednotlivymi pufry, zazatkujeme a promichame. Srovnavaci roztoky pfipravime stejné,
pouze misto roztoku BTM déme destilovanou vodu. Spektrofotometrické kyvety naplnime
jednotlivymi roztoky a kyvety ocistime suchym hadiikem. Na spektrofotometru zméiime
absorbance pii1 615 nm. Zbytek roztokii pouzijeme ke zméfeni pH roztoku a to tak, Ze
srovnavacimi roztoky oplachneme elektrody a u roztokt, které obsahuji BTM, zmé&fime pH.

Vse si peclivé zapisujeme do tabulky (Tabulka X-2).



Tabulka X-2: Spektrofotometrie — stanoveni pK bromthymolové modie

pH

A

(na lahvi) (Amax=615 nm)

pH

(zmétené)

pK

2,56

3,29

6,09

6,37

6,80

7,24

7,54

7,96

8,69

9,91

Vyhodnoceni:

e Vypocitame disocia¢ni konstanty roztokd (kromé prvniho a posledniho) - rovnice X-11, kde

roztoku s nejvyssim pH

e Graficky zndzornime zavislost A = f (pH)

Svwvr

» A (zé&visle proménnd) — 0sa 'y

» pH (nezéavisle proménnd) — 0sa X

» velikost grafu alespon 10 x 10 cm

» body izolované, nespojovat !!!

» rozsah os vhodné zvolime dle naméfenych

hodnot, abychom vyuzili celou plochu grafu

pH

Graf X-2: Zavislost A = f (pH) pro bromthymolovou modf

pro nase namétené hodnoty




e Do zavéru protokolu nezapomerite uvést:
- co bylo cilem tlohy, co jste stanovovali, jak jste to provedli
- kde jsou uvedena data (napt. v tabulce 1, 2 atd.)
- uved’te primérnou hodnotu pK se smérodatnou odchylkou (pK = pKprim.+ smér. odch.)
- okomentovat piesnost stanoveni (jak velké jsou relativni chyby v % od tabelovanych
hodnot — téz uved'te)
- pokud se néco nepovedlo, nezapomeiite to uvést a napsat pravdépodobnou pfi¢inu

nepresnosti



