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€5 Zzafazeni do vyuky

Experiment je vhodné zaradit
v ramci udiva o vlastnostech la-
tek (koncentrace), analyticke
chemii (instrumentalni metody,
analyza kvantitativni), sledo-
vani koncentrace latek v Zivot-
nim prostredi a dalSich.

@ Tip

Ve vyssich rocnicich je vhodné za-
fadit variantu experimetu sméru-
Jici ke stanoveni koncentrace ur-
cité latky obsazené napr. v zele-
niné, v pade, v povrchové vode,
atd.

Casovd nadroc¢nost

Dvé hodiny (2 x 45 min).

Cas véetné pfipravy, dvodni dis-
kuze a vyhodnoceni vysledki
skupin se zaverecnou diskuzi.

€3? Chemikalie

e Dusi¢nan médnaty Cu(NOs),
se skladuje v dobrie uzavrenych
neposkozenych obalovych jed-
notkdch v krytych a vétranych
prostordach. Nedovoluje se spo-
lecné skladovani s lehce zapalny-
mi a hoflavymi latkami.

R 20-34

S 26-27-36/37/39-45/61
Souhrn:

Zdravi skodlivy pfi poZiti

Drazdi oci a kizZi

Zabrarite uvolnéni do Zivotniho
prostred/

Nebezpeclnost: X;

Uvod

V ramci nasledujiciho laboratorniho cviceni se studenti
seznami s jednou z metod stanoveni koncentrace roz-
pusténych latek. Ke stanoveni vyuzijeme spektrofoto-
metr, pomoci kterého jsme schopni stanovit miru po-
hlcovani (absorbci) svétla o urcité barvé (vinové délce).
S vyuzitim roztokd o zname koncetraci sestavime kali-
bracni kfivku. Z experimentu odvodime zavislost mezi
absorbanci a koncentraci stanovované latky. Nasledné
vyuzijeme zjisténé skutecnosti ke stanoveni koncentra-
ce latky v neznamém vzorku.

Cile
Studenti by méli zvladnout:
e pouzit odpovidajici instrumentalni vybaveni (spekt-
rofotometr Pasco) k urceni absorbance v roztocich
0znamé a neznamé koncentraci stanovované latky,

e (zvolit adekvatni vlnovou délku (barvu) sveétla, pri
které budeme méreni provadet),

e analyzovat vysledky méreni znamych koncent-
raci z predlozeného grafu (zavislost absorbance
na koncentraci),

e sestavit kalibracni kfivku z namérenych hodnot ab-
sorbanci roztokd znamych koncentraci,

e promérit absorbance vzorkd o nezmamé koncentraci,

e vyuzit kalibracni kfivku k urceni koncentrace ne-
znameého vzorku.
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Teoreticky uvod

Pouzita spektrofotometricka metoda je zalozena
na Lambertové-Beerové zakonu, ktery definuje vztah
mezi absorbci svétla a vlastnostmi urcité latky, kterou
svétlo prochazi. Tato zakonitost byla, v riznych podo-
bach, nezavisle formulovana Pierrem Bouguerem v roce
1729, Johannem Heinrichem Lambertem v roce 1760
a Augustem Beerem v roce 1852.

Piere Bouguer jiz v roce 1729 pozoroval a popsal riznou
miru zeslabeni svétla prochazejiciho pres sklo rizné
tloustky.

Nasledné v roce 1760 J. Lambert vyjadril Bouguerova
pozorovani matematickou rovnici, ktera popisuje zavis-
lost transmitance svétla prochazejiciho urcitym materi-
alem na délce drahy svétla vdaném materialu. Intenzita
proslého svétla klesa se vzristajici tloustkou materialy,
pres ktery svétlo prochazi.

V roce 1852 vyjadril A. Beer tzv. absorbanci svétla pro-
stfedim jako logaritmus transmitance. Dale zjistil, ze
hodnota absorbance zavisi na koncentraci latky v rozto-
ku. Tuto zavislost formuloval matematicky nasledujicim
vztahem:

A)\ = E}\ . [' CM (1.0)

kde A, je absorbance svétla, E, absorbcni koeficient
dané latky, [ je draha svétla urazena v roztoku (délka
drahy), c,, je koncentrace latky v roztoku. Pro dalsi po-
treby si tento vztah oznacime jako (1.0).

Absorbcni koeficient E, nabyva riznych hodnot a je spe-
cificky pro danou latku. Jeho stanoveni je vétSinou pro-
vedeno experimentalné. Uvedeny matematicky vztah
(1.0) je znam jako LambertOv-Beerdv zakon.

Z tohoto zakona je patrna prima zavislost absorbance
svétla latkou na jeji koncentraci v roztoku a na tloustce
prostredi, ve kterém je roztok latky umistén (kyveta).
Zname-li tedy l a E;, m0Zeme stanovit koncentraci lat-
ky v roztoku na zakladé mnozstvi absorbovaného svét-
la (absorbance).

@ Slovnicek pojmu
TRANSMITANCE
LAMBERTUV-BEERUV ZAKON
ABSORBANCE

Viz pracovni list (ucitel).

.20 Prehled pomUcek

e poditac s USB portem

e PASPORT USB Link
(Interface) nebo Xplorer

e  PASPORT
spektrofotometr
s kyvetami (v originale
nazyvany ,colorimeter")

e software DataStudio
e kadinky (2 ks), 100 ml

*  0,25Mroztok Cu(NO,),,
30ml

e roztok Cu(NO,),
0 neznamé koncentraci,
10ml

e sklenénatycinka
e zkumavky (6 ks), stfedni

e pipety s balénkem (2 ks),
10ml

e popisovac zkumavek
(lihovy fix)

e stojanek na zkumavky

e roztoky (6)

¢ destilovana voda, 100 ml
e bunicina

e pracovni navod

e pracovnilist

e ochranné pracovni
pomicky
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@ Technicke pozadi

Spektrofotometr ve skutecnosti
zjistuje transmitanci, kterd je
nasledné prevedena na absor-
banci.

Transmitanci (T) m0zeme vyja-
dfit jako:

— !
I e b

T=1l,

(I predstavuje mnozstvi svétla,
které latkou proslo; I, je plvod-
ni mnozstvi svétla — intenzita
svételného zdroje). Jednd se
tedy vlastné o zpUsob vyjadreni
zeslabeni intenzity svétla, které
na latku dopadd. V praxi se tato
hodnota casto ndsobi 100x a vy-
Jjadruje se v %. Jesteé Castéjsi je ale
Jeji vyjadreni formou absorbance.
Vzajemny vztah transmitance
a absorbance pfi urcité vinové
délce A je definovan jako:

A,=-log (T)=E,.l.c,

Hodnota E, (cti epsilon lambda)
se nazyva molarni absorp¢ni
koeficient.

Konstrukce spektrofotometru
Pasco vyuziva jako zdroje svét-
la LED (svételné diody), které
poskytuji svétlo pouze urcitych
vinovych délek (daji se méfit
soucasné).

Dostupné vinoveé délky:

e 660 nm (¢ervenad)

e 610 nm (oranzova)

e 565nm (zelena)

e 468 nm (modra)

PFi vybéru rozsifujicich experi-
mentd musime mit na paméti,
Ze nejsme schopni zvolit libo-
volnou vinovou délku.

Praktické provedeni

V praxi se jen velmi zfidka provadi stanoveni koncent-
race na zakladé prfimého vypoctu s vyuzitim [ a E,. Po-
kud totiz pouzijeme ke stanoveni koncentrace zafizeni,
ktere neni naprosto shodné (stéjné nakalibrované) jako
zarizeni pouzité k urceni konstanty E,, vypoctena kon-
centrace mUze byt zatizena znacnou chybou.

Proto se v praxi Castéji vyuziva urceni koncentrace

s vyuzitim kalibracni kfivky, pri kterém neni tfeba znat

konstantu E, ani s tloustku (.

Experimentalni postup je v takovém pripadé nasledujici:

e Experimentator stanovi absorbance nékolika rozto-
kd o znamé koncentraci stanovované latky.

e Tyto absorbance jsou brany jako tzv. absorbance ka-
libracnich roztokd (standardd) a jsou pouzity pro sta-
noveni kalibracni kfivky (graf zavislosti absorbance
na koncentraci).

e Pomocisestrojené kalibracnikrivky je nasledné moz-
né urcit neznamou koncentraci (viz nasledujici graf).

0 =—————6raph  =—""crc—"—"r— 0 8

T
| ¥ Abszorbance, Chd vs Concentration Run #1 |

0.260,0.31)

L3

{no unitz)

1
1
1
1
1
1
:
1
0.20 1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

01
Concentration|F)

1
ags 0.0 015 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

%

Z namérenych absorbancitak mdzeme velice jednoduse
urcit neznamé koncentrace. K ureni pouzijeme nastroj
Smart Tool v DataStudiu. Sourdnice x v uvedeném pfi-
padé predstavuje hodnotu koncentrace neznamého roz-
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toku (absorbance 0,31 odpovida koncentraci 0,26 mol/l).

LambertOv-Beerdv zakon vyjadrujici zavislost koncent-
race a absorbance je zakladem pro spektrofotometricka
stanoveni koncentrace latek v roztoku.

Motivace studentu

Zeptame se studenty, jak mOzeme zkoumat chemickeé
latky. Jaké informace o nich mdzeme zjistovat? A k cemu
mUzeme ziskané poznatky prakticky vyuzit?
Vysvétlime jim Lambertdv-Beerdv zakon a poukazeme
na vztah absorbance svétla a koncentrace latky v rozto-
ku. Z uvedeného zakona je zfejmé, Ze se jedna o linear-
ni zavislost absorbance na koncentraci stanovované lat-
ky v roztoku.

Zminime dva mozné pristupy k vypoctu hodnoty kon-
centrace — vyuziti absorbcniho koeficientu k pfimému
vypoctu, nebo pfistup vyuzivajici kalibracni kfivku. Uve-
deme vyhody a nevyhody obou metod.

Pro nas experiment zvolime postup vyuzivajici kalibrac-
ni krivku.

Doporuceny postup

1. Kazda pracovni skupina obdrzi ,pracovni navod"
a kazdy student dostane ,pracovni list". Studenti si
nejprve prectou navod a teprve pak zacnou s pfipra-
vou vlastniho experimentu.

2. Dopoucujeme, aby kazdy clen pracovni skupiny do-
stal svUj speficky ukol. Pro ¢tyrclennou skupinu na-
priklad:

e student 1-vedoucitymu —ruci za to, Ze skupi-
na bude pfi praci postupovat podle pracovniho
navodu,

e student 2 — koordinuje vyplhovani pracovnich
listd a vyplnéné pracovni listy vybira (kazdy stu-
dent si vyplIni svUj pracovni list),

e student 3—ma na starosti sestaveni/nastaveni
a obsluhu pouzitych pfistroj0,

@ Spektrofotometrie

Pokud se chcete zabyvat spek-
trofotometrickymi metodami,
nabizi Pasco pro Skolni pottreby
vyborny kompaktni diode array
spektrofotometr Red Tide fir-
my Ocean Optics. Vice informa-
cinalezente na:

http://www.pasco.com/featu-
red-products/ocean-optics/index.

cfm

@ Sezndmeni s Ulohou

Studentdm je tfeba zdUraznit,
aby si pred zapocetim prace
s spektrofotometrem ddkladné
prostudovali navod.

@- Konstrukce grafu

| kdyZz mate k dispozici tiskar-
nu a graf by bylo mozné vytisk-
nout, je vhodné poZzadovat vy-
tvoreni nadrtu garfu v ramci pra-
covniho listu. Vytistény graf je
pak mozné prilozit k &asti vy-
sledkd.

Q- Navaznost dalsich Uloh

Jednotlivé laboratorni Ulohy
na sebe mohou navazovat. V ta-
kovém, pfipadé je nezbytné vy-
pracovat se studenty urcitou
Ulohu a teprve na zakladé jejiho
zvladnuti prejit na Ulohu dalsi.
Na tuto Ulohu (vychazi z Pasco
lab. 9) navazuje Uloha Pasco lab.
12. PfiteSeni Ulohy ¢. 12 vyuzije-
me pfimo data namérena v této
Uloze. Proto neni vhodné ménit
podminky, za kterych je zde sta-
novena kalibracni kFivka.

MATERIALY PRO UCITELE e STANOVENI KONCENTRACE LATKY U ROZTOKU e CHEMIE ¢ S
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@: Organizace prace

Vétsi efektivitu prace dosdhne-
me pridélenim urcitych roli jed-
notlivym studentdm (viz dopo-
ruceni v ramci organizace tymo-
vé spoluprace).

V pripadé kontaktu kize s roz-
tokem dusi¢nanu médnatého
zasazené misto omyjeme pro-
dem studené vody. Pfi zasaze-
ni o¢i provedeme vyplachnuti
proudem vody a vyhledame lé-
karskou pomoc.

@ Dalsi vlastnosti
CU(NOQE

Nékteré latky jsou schopny va-
zat ve své struktufe vodu. Ta-
kovym latkam fikame, Ze jsou
hygroskopické.

Dusi¢nan médnaty ma tyto
vlastnosti také. Z tohoto ddvo-
du je vhodné otevirat zasobni
naddobu s dusi¢cnanem médna-
tym pfi navazovani jen na ne-
zbytné nutnou dobu a ihned
poté zdsobni nadobu uzavfit a
vratit do exsikatoru. Upozorné-
te studenty na tuto skutec¢nost!

Dostatecné hygroskopické latky
se pouzivaji jako susidla (napf.
silikagel, ktery mu0zeme najit
v malém zataveném sacku tre-
ba v krabici s nové zakoupenou
obuvi).

e student 4 —obsluhuje PC (SW pro ziskani a zpra-
covani dat z pouzitych pfristrojU).

3. Pripojte zafizeni pres USB rozhrani k pocitaci (viz ob-
razek).

gk ) p— e o ﬂ;w?n;ﬂ;‘; -

4. Vyberte odpovidajici soubor DataStudia
(04_spektrofotometrie.ds) a pokracujte podle po-
stupu uvedeného v ,pracovnim navodu".

Teoreticka priprava ulohy

Nechte studenty vyplnit (za domaci Ukol nebo na zacat-
ku prace) slovnicek a pripravnou ¢ast Ulohy v ,pracov-
nim listé". Je nezbytné, aby studenti tyto ¢asti vypraco-
vali pfed vlastni experimentalni Cinnosti.

Zjistéte, jak studenti pripravnou cast Ulohy vypracovali.

Materialy pro studenty

,Pracovni navod" postupné provede studenty (,krok
za krokem") celou Ulohou.

,Pracovni list" slouzi studentdm k zaznamenani ziska-
nych dat, jejich analyze a pochopeni.

Z3dznam dat

Postup pfi zaznamenavani dat je popsan v ,pracovnim
listé". Upozornéte studenty na to, ze pred vlastnim za-
pocetim méreni je tfeba Uloze opravdu porozumét.

Analyza dat

Namérena data pouziji studenti ke zodpovézeni otazek
v pracovnim listu.

Upozornéte studenty na souhrnné otazky.

V uditelské verzi pracovniho listu jsou uvedeny typické
odpovédi studentd.

B o CHEMIE o STANOVENI KONCENTRACE LATKY U ROZTOKU e MATERIALY PRO UCITELE
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Sgnteza a zaver - Kalibrace detektoru

Poté, co studenti vyplni své pracovni listy, spole¢né shr- Pokud  neprovedeme  kali-
/ , .. v. s braci detektoru spektrofoto-
neme ziskane poznatky o spektrofotometrii a vyuziti ka- metru ,na destilovanou vodu®,
libracni krivky ke stanoveni koncentrace neznamé latky. budou se nade hodnoty dosaZe-
oy L A : (o 4 absorbance liit od ostatnich
MbZeme také diskutovat o problematice volby spravné | [ tEerence B e o=inie
vinové délky svétla pro konkrétni stanovovanou latku Kalibrace detektoru je pruni
(viz graf a okrajova poznamka , Vice vinovych délek™). véci, kterou je tfeba pfed zapo-

cetim méreni udélat.

E Eﬁrﬂph IE—E
i @ Pfiprava roztoku
Pro vyssi rocniky je vhodnym

050 - Sy v
|' Abzorbance, Ché ws Concentration Run #1 | rozswemr’n vyp,ocet a priprava
0,25 M zdsobniho roztoku. Stu-
n45 denti si tak zopakuji vypocet
I koncentrace a jeho praktickou
: pfipravu (navazeni pevné latky,
g rozpousténi, vyuziti odmérné
' barky).

W vy , ,
R Pro nizsSi rocniky viceletych
= 1 = . I

2 gymnazii a ZS je vhodné ale-
0.25 spon zakladni 0,25 M roztok
_F= pfipravit. Tim pribéh cviceni vy-
0.20 =T razné urychlime.

015 ~ Q- Vice vlnovych délek
o g Zajimavou, rozsifujici, a pritom
Conesntration(H) lehce proveditelnou variantou
ans 010 015 0.20 0.25 0.30 0.35 040 tlohy je sledovani absorbance
pfivice vinovych délkach. Jedno-
HOdnoceni duchou Upravou souboru s Ulo-

hu (04_spektrofotometrie.ds)
mUzeme zobrazit (a méfit) ab-

(Viz drive uvedené Clle') sorbanci v ramci vsech Ctyf do-

e Sestavilia pouzili studenti laboratorni zafizeni sprav- stupnych vinovych délek.
ne? Nasledné mUzeme se studenty
odvodit, jakym zpUsobem sou-
e Postupovali korektné podle pracovniho postupu? visi barevnost latky s barvou

- . svétla, které tato latka nejvice
e Pochopili studenti zavislost absorbance na koncent- pohlcuje, a jak tento fakt souvisi

raci a jeji vyuziti pfi stanoveni koncentrace neznamé? s velikosti absorbance.

Studenti budou poté schopni
odpovédét na otazku proc je v
e Stanovili koncentraci neznamého vzorku spravné? nadem pfipadé vhodné pravé
méreni absorbance pfi 660 nm a
ne pri 468 nm.

e Vypracovali studenti spravné své pracovni listy?

e Jsou studenti schopni zdUvodnit pfipadné rozpory
mezi stanovenou a skutecnou koncentraci latky?

MATERIALY PRO UCITELE e STANOVENI KONCENTRACE LATKY UV ROZTOKU e CHEMIE o 7
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B pasco 2droje @ Internetove odkazy

Na strankach www.pasco.com
a www.pasco.cz naleznete fadu On-line informace o Pasco ,kolorimetrickéem" detektoru

dalsich zdrojo. http://store.pasco.com/pascostore/showdetl.cfm?&DID=9&Product_

ID=53216&Detail=1

Transmitance
http://en.wikipedia.org/wiki/Transmittance

Absorbance
http://en.wikipedia.org/wiki/Absorbance

Zaklady , kolorimetrie®
http://en.wikipedia.org/wiki/Colorimetry

Zaklady spektrofotometrie
http://en.wikipedia.org/wiki/Spectrophotometry
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