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laboratorni cviceni €. 4

Stanoveni koncentrace 13tky v roztoku (navod)

Zadani ulohy

Prozkoumejte vztah mezi absorbanci svétla prochazejiciho roztokem urdite lat-

ky na koncentraci latky v tomto roztoku. Vysledny vztah pouzijte k urceni ne-

znamé koncentrace.

PomuUcky

e pocitac s USB portem e sklenéna tycinka

e PASPORT USB Link (Interface) nebo e zkumavky (6 ks), stredni
Xplorer e pipety s balonkem (2 ks), 10 ml

e PASPORT spektrofotometr s kyve- e popisovac zkumavek (lihovy fix)
tami (v originale je pouzito oznaceni e stojanek na zkumavky
,colorimeter") e roztoky (6)

e software DataStudio e destilovana voda, 100 ml

e kadinky (2 ks), 100 ml e bunicina

e 0,25M roztok Cu(NOs),, 30ml e pracovni navod

e roztok Cu(NOs); o neznamé koncen- e pracovnilist
traci, 10 ml e ochranné pracovni pomicky
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Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. S che-
mikaliemi zachazejte vzdy dle instrukci pedagoga. Nikdy
nepipetujte usty (vZdy pouzivejte baldnek). V laboratori
pouzivejte ochranné bryle, pldst a pripadné dalsi pomicky
v souladu se spravnou laboratorni praxi.

Teoreticky uvod

Pouzita spektrofotometricka metoda je zalozena na Lambertové-Beerové zakonu,
ktery definuje vztah mezi absorbci (pohlcenim) svétla a vlastnostmi urcité latky, kte-
rou svétlo prochazi. Tato zakonitost byla, v rznych podobach, nezavisle formulo-
vana 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 pro-
chazejiciho pres sklo rdzné tloustky.

Nasledné v roce 1760 J. Lambert vyjadfil Bouguerova pozorovani matematickou
rovnici, kterd popisuje zavislost transmitance svétla, prochazejiciho urcitym mate-
rialem, na délce drahy svétla v daném materidlu. Intenzita proslého svétla klesa se
vzristajici tloustkou materialu, pres ktery svétlo prochazi.

V roce 1852 vyjadril A. Beer tzv. absorbanci svétla prostfedim jako logaritmus trans-
mitance. Dale zjistil, ze hodnota absorbance zavisi na koncentraci latky v roztoku.
Tuto zavislost formuloval matematicky nasledujicim vztahem:

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

kde A, je absorbance svétla, E, (cti epsilon lambda) je molarni absorbcni koeficient
dané latky, [ je draha svétla urazena v roztoku (délka drahy), c,, je molarni koncent-
race latky v roztoku. Pro dalSi potreby si tento vztah oznacime jako (1.0).

Absorb¢ni koeficient E, nabyva riznych hodnot a je specificky pro danou latku. Jeho
stanoveni je vétSinou provedeno experimentalné. Uvedena rovnice je znama jako
LambertOv-Beerdv zakon.

Jaky je vztah absorbance a transmitance? Transmitanci (T) mdzeme vyjadfrit jako:
r=Ill, a

kde I predstavuje mnozstvi svétla, které latkou proslo; 1,
je pdvodni mnozstvi svétla — intenzita svételného zdro-

je. Jedna se tedy vlastné o zpUsob vyjadreni zeslabeni in- -n

tenzity svétla, které na latku dopada. V praxi se tato hod- — ExCu
nota Casto nasobi 100x a vyjadruje se v %. JeSté Castéjsi 2
je ale pouziti absorbance. Vzajemny vztah transmitance =1
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a absorbance pri urcité vinové délce A je definovan jako:

Ay=-log(T)=E,.l.c,, 2

Z Lambertova-Beerova zakona je patrna pfima zavislost absorbance svétla latkou
na jeji koncentraci v roztoku a na tloustce prostredi, ve kterém je roztok latky umis-
tén (kyveta). Zname-li tedy [ a E,, m0zeme vypocitat koncentraci latky v roztoku
na zakladé mnozstvi absorbovaného svétla (absorbance A,).

V praxi se provadi stanoveni koncentrace na zakladé prfimého vypoctu s vyuzitim [
a E, jen velmi zfidka. Pokud totiz pouzijeme ke stanoveni koncentrace zafizeni, kte-
ré neni naprosto shodné (stéjné nakalibrované) jako zafizeni pouzité k urceni kon-
stanty E,, vypoctena koncentrace mdze byt zatizena znac¢nou chybou.

Proto se v praxi ¢astéji vyuziva urceni koncentrace s vyuzitim tzv. kalibracni kfivky,
pri kterém neni tfeba znat konstantu E, ani tloustku prostredi (.

0.7 Ukazka kalibracni

0.6 1 krivky a zpUsobu odectu
ol 0.5 koncentrace na zakladé
E -] [ zmérené hodnoty
= 0.4 absorbance.
o 0.3 -
Z 02

0.1 4

I:I 1 1 1 .‘I 1

a 0.1 0z 0.3 0.4 0.5 0.6

koncentrace (mol/l)

PFi tomto zpUsobu stanoveni koncentrace urcité latky v roztoku nejprve zméfime
absorbance nékolika roztokd o zndmé koncentraci stanovované latky. Tyto rozto-
ky nazyvame kalibracni roztoky (standardy). Znamé koncentrace a zmérené absor-
bance roztokd zaznamename do tabulky a nasledné z nich sestrojime graf zavislosti
absorbance na koncentraci — kalibracéni kfivku. Potom zméfime absorbanci roztoku
0 neznamé koncentraci stejné latky. Po vyneseni zmérené absorbace do grafu mu-
Zeme pomoci sestrojené kalibracni kfivky velice jednoduse urcit neznamou koncen-
traci (viz graf).

Lambertdv-Beerdv zakon vyjadfujici zavislost koncentrace a absorbance je zakla-
dem pro spektrofotometricka stanoveni koncentrace latek v roztoku.

1. V této uloze nejprve zmérime absorbance nékolika roztokd dusi¢cnanu médna-
tého o znamych koncentracich a sestrojime z nich kalibracni krivku.

2. Potom zjistime absorbanci roztoku o neznamé koncentraci a pomoci ziskané
kalibracni krivky uréime jeho koncentraci.
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Priprava ulohy (prakticka priprava)

Nejprve zpracujte slovnicek a teoretickou pfipravu na ,pracovnim listé" a teprve
potom zacCnéte pracovat v laboratofi.

Postup

Nastaveni HW a SW

1. Pripojte spektrofotometr prfes USB rozhrani (PASSPORT USB interface nebo
Xplorer) k pocitaci. Tim se automaticky otevre konfiguracni dialog.

2. Vyberte a otevrete odpovidajici konfiguracni soubor DataStudia

04_spektrofotometrie.ds

Poznamka: Konfiguracni soubory automaticky otevrou potfebna okna a na-
stavi vychozi parametry (rychlost snimkovani atd.). V této uloze budete me-
fit absorbanci cerveného svétla roztokem.

Kalibrace spektrofotometru

1. Naplite kyvetu destilovanou vodou a pevné ji uzavrete vic-
kem. Kyvetu peclivé otrete bunicinou (popr. mékkym papiro-
vym ubrouskem), abyste odstranili vSechny necistoty (otisky
prst0, atd.).

2. Otevrte viko spektrofotometru, vlozte kyvetu a viko dobre za-
vrete (az zacvakne).

3. Stisknéte kalibracni tlacitko na spektrofotometru. Probiha-
jici kalibrace je signalizovana rozsvicenim LED (svitici dioda)
v kalibracnim tlacitku.

4. Pockejte, dokud LED nezhasne. Pak otevfete viko a vyjméte kyvetu. Uvodni na-
staveni spektrofotometru je hotovo.

Pfiprava roztokl a méreni absorbance

1. Odmérte 30ml 0,25M zasobniho roztoku dusicnanu médnatého (Cu(NO;),)
do 100 ml kadinky. Do druhé 100 ml kadinky odmérte 30 ml destilované vody.

2. Oznacte Ctyri suché cisté zkmavky Cisly (1-4) a umistéte je do stojanku na zku-
mavky. Pfidejte patou zkumavku jako zasobni a Sestou pro neznamy vzorek.
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. Postupné napipetujte prvni pipetou 2, 4, 6 a8 ml 0,25 M zasobniho roztoku dusic-
nanu médnatého do zkumavek oznacenych Cisly 1-4.

. Druhou pipetou pridejte do zkumavek 1-4 postupné 8, 6, 4 a 2ml destilované
vody.

. Kazdy roztok peclivé protrepejte, pfipadné promichejte tycinkou. Pfed vlozenim
do dalSiho roztoku tycinku vzdy peclivé oplachnéte a ddkladné osuste.

. Do paté zkumavky (oznacené jako zasobni) napipetujte zbyvajicich 10ml 0,25 M
zasobniho roztoku dusi¢nanu médnateho.

. Do Sesté zkumavky napipetujte 10 ml roztoku o neznameé koncentraci, ktery do-
stanete od vyucujiciho.

Pipetované objemy a vysledné koncentrace roztokU jsou prehledné shrnuty v na-
sledujici tabulce:

Zkumavka Objem Objem Koncentrace
0,25M Cu(NO3), | destilované vody [mol/l]
1 2ml 8ml 0,05
2 4ml 6 ml 0,10
3 6 ml 4ml 0,15
4 8ml 2ml 0,20
zasobni 10ml Oml 0,25

. Z kyvety, kterou jste pouzivali pri kalibraci spektrofotometru, vylijte vodu. Kyve-
tu dvakrat vyplachnéte asi 1 ml 0,05M roztoku ze zkumavky ¢. 1 a pak naplnite
kyvetu asi 6 ml téhoz roztoku. Kyvetu uzavrete.

Poznamka: S kyvetou prudce netrepte, aby se v ni neutvorily bublinky.

. Kyvetu peclivé otrete bunicinou (popr. mékkym papirovym ubrouskem), abyste
odstranili vsechny otisky prst0. Vlozte kyvetu do spektrofotometru a viko dobre
zavrete (az zacvakne).

Zaznamenavani dat
1. Zaznamendvani dat zahajte kliknutim na tla¢itko Start (* Stat ).

e Tlacitko Start se zméni na tlacitko Keep ( ¥ Keep ). V prvnim radku tabulky ab-
sorbance a koncentrace se zobrazi prvni hodnota koncentrace (0,05 M) a od-
povidajici hodnota absorbance. Na ¢islicovém displeji se zobrazi zmérena ab-
sorbance.

2. Kliknutim na tlacitko Keep zaznamenejte hodnotu absorbance prvniho vzorku.
3. Otevrete viko spektrofotometru a vyjméte kyvetu. Vylijte roztok z kyvety (do na-

doby na odpad podle instrukci vaseho pedagoga). Kyvetu dvakrat vyplachnéte
asi 1 ml 0,10 M roztoku ze zkumavky €. 2 a pak naplnte kyvetu asi 6 ml téhoz roz-
toku. Kyvetu uzavrete.
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4,

Kyvetu peclivé otrete bunicinou (popf. mékkym papirovym ubrouskem), abyste
odstranili vSechny otisky prstd. Vlozte kyvetu do spektrofotometru a viko dobre
zavrete.

Po ustaleni mérené hodnoty absorbance ji opét zaznamenejte kliknutim na tla-
Citko Keep.

Kroky 3, 4 a 5 opakujte i se zbyvajicimi roztoky dusi¢nanu médnatého (koncent-
race: 0,15M, 0,20M a 0,25 M).

Po ukonceni méreni absorbanci roztokd o znamé koncentraci kliknéte na tlacitko
Stop (™). Oteviete spektrofotometr, vyjméte kyvetu a roztok z kyvety vylijte.

DalSim krokem je zméreni absorbance roztoku o neznamé koncentraci.

1.

Kyvetu dvakrat vyplachnéte asi 1 ml roztoku o neznamé koncentraci a pak napli-
te kyvetu asi 6 ml téhoz roztoku. Kyvetu uzavrete.

. Kyvetu peclivé otrete bunicinou (popf. mékkym papirovym ubrouskem), abyste

odstranili vSechny otisky prst0. Vlozte kyvetu do spektrofotometru a viko dobre
zavrete.

. Kliknéte navolbu Experiment (Espeiiment ) a zvolte moznost Monitor Data ( Maniter Data ).

Sledujte hodnotu absorbance na cislicovém displeji. Jakmile se hodnota ustali,
zaznamenejte ji do ,pracovniho listu®. Zaznamenavani dat ukoncete kliknutim

na tlacitko Stop (= step |).

Analyza vysledkd
Namérené hodnoty absorbanci si prepiste do tabulky svého pracovniho listu.

1.

Pomoci kalibracni kfivky urcete koncentraci neznamého roztoku.

Tip: Kliknéte na tlagitko funkce Smart Tool (). Uistéte kurzor " do kali-
brac¢niho grafu tak, aby hodnota na ose y odpovidala namérené absorban-
ci neznameého vzorku a odectéte neznamou koncentraci na ose x.

Zaznamenejte zjisténou hodnotu koncentrace do ,pracovniho listu™.

. Své vysledky v DataStudiu ulozte (nabidka File —> Save Activity As...) na misto,

které mate vyhrazeno k ukladani svych soubor@.

4. Odpovézte na otazky v ,pracovnim listu™.

. Dle instrukci ucitele uklidte své pracovni misto.
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