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Seznameni se s teoretickym a praktickym zakladem spektrofotometrickych metod na prikladu stano-

veni koncentrace iontt zeleza v tableté a v pitné vodeé.

odrobnéjsi rozbor cila

« Seznamit se s teorii (Lamberttv-Beertv zdkon, absor-
bance, popft. transmitance).

+ Zvladnout zjistit, jaké je absorp¢ni spektrum stanovo-
vané latky.

+ Vybrat optimalni vinovou délku pro dalsi méreni
absorbance.

« Pripravit kalibra¢ni roztoky a zjistit jejich absorbanci.

+ Sestrojit kalibra¢ni krivku.

« Stanovit koncentraci iontti Fe v neznamych vzorcich.

arazeni do vyuky

Experiment je vhodné zaradit v ramci uciva o Fe a jeho
slouceninéch (v¢etné komplexnich sloucenin), o roli
Fe v zivych organizmech (biochemie), ale napt. také

v ramci analytické chemie ¢i obecné chemie (roztoky,
koncentrace).

Z8: demonstrace; SS: lab. cviceni

Zadani ulohy
Zjistéte, jaka je koncentrace iont Zeleza v multivi-

taminové tableté s obsahem Fe a v béZné , kohout-
kové vode“.

Technicka uskali, tipy a triky

Pouzitd komplexotvorna reakce je velice citliva pro sta-
noveni piftomnosti iontf Fe*', nikoli vSak pro ionty Fe*",
které mohou byt v roztoku také obsazeny (Casté napf.
v pfipadé podzemnich vod obohacenych o ionty Zeleza).
Je proto nezbytné pred provedenim barevné reakce ionty
Fe** zoxidovat na Fe®". Postup v této tloze zahrnuje i krok
vedouci pravé k oxidaci iontd Fe*" na Fe®".

Pomiicky

spektrofotometr PASCO Amadeus s prisluSenstvim
(SE-7183), PASCO SPARK, popt. pocita¢ se SW SPARK-
vue ¢i Xplorer GLX (s instalovanym klic¢em pro pouziti
s PASCO Amadeus, odmérna banka 25 ml (6x), odmérna
banka 50ml (2x), odmérnd banka 100 ml, kddinka 50 ml,
kadinka 400 ml, pipeta 1-5ml, navazovaci lodicka, vahy
(rozliseni alespon 0,001 g), tfeci miska s tlouckem, la-
boratorni 1Zi¢ka, stficka s destilovanou vodou, roztoky
a chemikadlie (dest. voda, 20% roztok NH,SCN, 10% roztok
HNO;, 2% roztok K,S,0s, FeNH,(SO,),-12H,0), vzorek
multivitamimového/mineralntho pfipravku s uvedenym
obsahem iontQ Fe, vzorek ,kohoutkové vody“, popisovac
(lihovy fix), pracovni ndvod, pracovni list

asova narocnost

Dvé vyucovaci hodiny (2 x 45 min).

avaznost experimentt

Pro tuto dlohu je nutné zvladnuti prace v laboratofi
(vdzeni, pfiprava roztoku).

ezipfedmétové vztahy

biologie (role Fe v organizmu); zemépis (geologie — mi-
nerdly, rudy s obsahem Fe); vytvarna vychova (barevné
pigmenty — slouceniny Fe); déjepis (ndsténné jeskynni
malby — barviva s obsahem Fe)

Technicka uskali, tipy a triky

Alternativné je mozné pouzit spektrofotometr Amadeus
primo s pocitacem a SW Quantum. Tento software umoz-
nuje nejen detailnéjsi nastaveni spektrofotometru, ale také
obsahuje tzv. ,koncentra¢niho pravodce®.

Experimentem k poznani
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Transmitance

V pripadé seminafre (vyssi ro¢niky) je
vhodné zavést podrobnéji také pojmy
jako transmitance (viz obr. 1).
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Obr. 2: Urceni koncentrace dané latky v ne-
zndmém vzorku pomoci sestrojené
kalibra¢ni primky. U roztok se
zndmou koncentraci (1-4) je sta-
novena absorbance a ze ziskanych
bodi sestavena kalibrac¢ni krivka.

U roztoku s nezndmou koncentraci
(5) je na zdkladé zjisténé absorbance
obricené stanovena koncentrace.

V praxi se vyuziva linedrni regrese
(prolozeni primky kalibra¢nimi
body) a nésledné dopocitini kon-
centrace z rovnice linedrni regrese.

Teoreticky uvod

Jisté jste si vS§imli, ze koncentrace barevnych latek rozpusténych ve vodé se
da odhadnout podle intenzity zbarveni. Pohledem do $alku caje tak mu-
zeme odhadnout, zda bude ¢aj ,silny” ¢i ,slaby”. Co se v $alku caje ode-
hrava? Prochdzejici svétlo interaguje s rozpusténou latkou a urcitd cast
svétla (o konkrétnich vinovych délkich) je pohlcena neboli absorbova-
na. Zbylé vinové délky, které cajem projdou, pak ve vysledku odpovidaji
za barvu ¢aje, kterou vidime. Cim vice je barevné latky rozpusténo, tim
intenzivnénsi zbarveni roztoku vhimame. Tohoto faktu vyuzijeme pfi na-
$em laboratornim badani — pijde o tzv. spektrofotometrické stanoveni
koncentrace urcité latky.

Pouzita spektrofotometrickd metoda je zalozena na Lambertové-Beero-
vé zakonu, ktery definuje vztah mezi absorpci svétla a vlastnostmi urcité
latky, kterou svétlo prochazi. Tato zavislost je vyjadfena matematicky na-
sledujicim vztahem:

A,=E,-l-¢cy, (1)

kde A, je absorbance svétla, E, absorpcni koeficient dané latky, [ je draha
svétla urazena v roztoku (délka drahy), c,, je koncentrace latky v roztoku.
Absorp¢ni koeficient E, nabyva raznych hodnot a je specificky pro danou
rozpusténou latku. Jeho stanoveni je vétsinou provedeno experimentalne.

Z tohoto zdkona je patrna primd zavislost absorbance svétla latkou na jeji
koncentraci (c,) v roztoku a na tloustce prostiedi (I), ve kterém je roztok
latky umistén (kyveta). Zname-li tedy [ a E,, mlizeme stanovit koncentraci
latky v roztoku na zakladé mnozstvi absorbovaného svétla (absorbance).

kyveta s roztokem

zdroj svétla [0 I analyzator
«
E}\ CM
ptvodni intenzita intenzita po
I prichodu roztokem
T, — transmitance T=1/1, (2)
A — absorbance A =-log(T)=E, I, (3)

Obr. 1: Schéma priichodu svétla kyvetou. Transmitance vyjadfuje tbytek svétla
(vzorec ¢. 2), vzijemny vztah transmitance a absorbance je ve vzorci ¢. 3.

Namisto pfimého vypoctu se v praxi Castéji vyuziva urceni koncentrace

s vyuzitim kalibrac¢ni krivky, pri kterém neni tfeba znat konstantu E, ani

tloustku kyvety I. Experimentalni postup je v takovém pripadé nasledujici:

« Experimentdtor stanovi absorbance nékolika roztokt o zndmé koncen-
traci stanovované latky.

+ Tyto absorbance jsou brany jako tzv. absorbance kalibra¢nich roztoka
(standardu) a jsou pouzity pro stanoveni kalibracni krivky (graf zavis-
losti absorbance na koncentraci, obr. 2).

+ Pomoci sestrojené kalibra¢ni krivky je ndsledné mozné urcit nezna-
mou koncentraci (viz graf na obr. 2).

Principem na$eho stanoveni je komplexotvorna reakce iontt Fe®" s ion-

ty SCN". Vznika tak intenzivné Cerveny komplex, ktery, je-li dostatecné

koncentrovany, barvou pripomind krev:

Fe¥* +2SCN- —— [Fe(SCN),J*
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Zelezo je v podobé Zeleznatych a zelezitych iontd bézné piitomno ve vodé.
Mnozstvi téchto iontd ovSem znac¢né kolisa. V povrchovych vodach se
u nas pohybuje koncentrace iontt Fe vétsinou v rozmezi 0,01-0,4 mg/1.
Najdeme ale prameny, kde obsah Zeleza dosahuje zna¢nych koncentraci.
Pokud je obsah iontt Zeleza vys$si nez 10 mg/l, zarazujeme takovou vodu
mezi minerdlni vody se zvy$Senym obsahem Zeleza (Zeleznaté ¢i zelezité).
V pitné vodé se jako mezni pripustna hodnota uvadi koncentrace 0,2 mg/1.
Zhruba od koncentrace 0,5 mg/l1 se jiz pritomnost iontt Fe projevuje chu-
tové jako tzv. ,Zelezitd prichut vody*“ Pokud si zajedete do Maridnskych
lazni a ochutnéte vodu z Rudolfova pramene, ucitite ,Zelezitou” chut ve-
lice intenzivné — koncentrace iontd Zeleza je zde kolem 16 mg/1! V bez-
kyslikatych podzemnich vodach (popt. u dna hlubsich nddrzi) se Zelezo
vyskytuje ve formé Fe®" iont a az na povrchu je vzdusnym kyslikem oxi-
dovano na ionty Fe*". Oxidaci iontd Fe** mohou také jako zdroj energie
vyuzivat nékteré bakterie (Zelezité bakterie). Pfeména Fe®" iont( na Fe®*
vede v obou pripadech ke tvorbé Zelezitych sloucenin, napt. Fe(OH);, které
tvori typické rezavé-hnédé srazeniny. To je také nejcastéjsim indikato-
rem zvysSené koncentrace Zeleza ve vodeé.

Zelezo je vyznamnym biogennim prvkem, ktery je nedilnou soucasti napf.
hemoglobinu (¢erveného krevniho barviva), myoglobinu, enzymi (cyto-
chromoxiddazy, peroxiddzy atd.), zdsobnich proteina (ferritinu) — obr. 3 a 4.

hemoglobin ferritin myoglobin
(komplex ze ¢yt (jedna podjednotka)
podjednotek)

Obr. 3: Molekuly obsahujici Fe: hemoglobin, ferritin, myoglobin

Celkové mnozstvi ,zeleza® v téle ¢lovéka je néco kolem 3—4g. Doporu-
¢ena denni davka ,zeleza“ ¢ini 20 mg, pricemz hlavnim zdrojem je maso,
vnitfnosti, ale také treba lusténiny. Dlohodoby prijem vysokych koncent-
raci ,zeleza“ ve formé Fe®" iontl ve vodé neni poklddén za optimadlni.

Motivace

Zakladnim predpokladem pro pochopeni pouzité metody je demonstrace
vztahu mezi intenzitou zbarveni urc¢itého roztoku a koncentraci rozpus-
téné latky. K tomu mtizeme vyuzit libovolny roztok barevné latky (modra
skalice, manganistan, ¢aj, ...), ktery pred zaky naredime 1:1. Nechdme pak
stat ptivodni a zfedény roztok vedle sebe. Zeptame se, ktery z roztoka ob-
sahuje vice ,barviva“ a nasledné rozvineme diskuzi ohledné zjisténi sku-
te¢né koncentrace daného barviva v roztoku. Tim se dostaneme k teore-
tickému uvodu spektrofotometrického stanoveni koncentrace.

Dalsi hratky s komplexem Fe

Vzniklé zbarveni je mozné odstranit
pfidavkem fluoridu ¢i hydrogenflu-
oridu. Ke zpétnému zbarveni dojde
priddnim hlinité soli. Tyto reakce se
nékdy pouzivaji v riznych varietnich
a kouzelnickych vystoupenich.

a) Zelezitd st reaguje s thiokyanata-
nem na dithiokyanatozZelezitou stl —
roztok se zbarvi krvavé:

Fe* + 2SCN™ ——> [Fe(SCN),]"
b)Hydrogenfluorid reaguje s dithioky-

anatozelezitou soli na hexafluoroze-

lezitan a thyokyanatan — roztok se

odbarvi:

3HF, + [Fe(SCN),]" + 3H,0 —>

—> [FeFs]* + 2SCN™ + 3H,0"

¢) Hlinit4 stl reaguje s hexafluorozele-
zitanem a thiokyanatanem na hexa-
fluorohlinitan a dithiokyanatozele-
zitou stl — roztok se znovu zbarvi
krvavé:
APP" + [FeFe]* + 2SCN™ ——
—> [AIF4]* + [Fe(SCN),]"

Obr. 4: Model enzymu cytochrom c oxidazy

Experimentem k poznani
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Pozor na svétlovodice

Pri pouziti svétlovodného kabelu je
treba dbat na ochranu jeho koncovych
¢asti i Sroubovacich mist pro napojeni
na spektrofotometru a na méfici cele
(k ochrané slouzi gumové ¢epicky).

Navazovani a vypocty

Pokud nemate dostate¢né presné vahy,
pouzijte odmérnou banku o objemu
1000 ml.

K pripravé kalibra¢niho roztoku mtze
byt pouzita i jina Zelezitd, ve vodé
dobfe rozpustn4, stld stl.

Je vhodné zadat vypocet navazky
jednotlivym studentskym pracovnim
skupindm a nasledné vysledky porov-
nat. Stejné tak miize byt pocetnim
tkolem vypocet fedéni pro pripravu
kalibra¢ni fady.

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim ndvodem. Vétsina chemikalii
v tomto praktickém cviceni je vysoce hoflava. Dbejte zvysené opatrnosti
a s chemikaliemi zachdzejte vzdy v souladu s instrukcemi na obalu. Nikdy
nepipetujte usty. V laboratori pouzivejte ochranné bryle, plast, a ptipadné
dalsi pomfticky v souladu se spravnou laboratorni praxi.

NH,SCN (Xn, R 20/21/22-32-52/53, S 13-61)

HNO; (O, C, R 8-35, S 23-26-36-45)

K,S,05 (O, Xn, R 8-22-36/37/38-42/43, S 22-24-26-37)

Priprava ulohy

Spektrofotometr je citlivé zarizeni vyzadujici odpovidajici zachédzeni.
Je nezbytné chovat se k nému Setrné — vyvarovat se zbytec¢nych otresq,
prilisného ohybani svétlovodicti (nebezpeci zlomeni sklenéného vlakna),
znecisténi mérici cely (napf. vyteklym roztokem, krystalky latky atd.).
Uloha umoznuje pracovat paralelné na nékolika ¢4stech. Idedlni jsou tii-
¢lenné pracovni skupiny. Prvni zak pracuje na bodu ¢. 4 — Priprava HW
a nastaveni SW. Druhy zak pfipravuje standardni roztoku Fe** — bod
¢. 1, a nasledné pokracuje bodem ¢. 2 — Priprava kalibrac¢nich roztokii.
Treti student pak pracuje na bodu ¢. 3 — Priprava vzorku. Dva nésledujici
body (tedy 5-6) pak fesi vSichni spolec¢né.

Postup prace

Ulohu miizeme rozdélit do nékolika kroki:
1) Priiprava standardniho roztoku Fe*

a) Pripravte standardni roztok, ktery bude obsahovat 25 mg Fe na 11.
(Tento roztok pripravte nejlépe z dodekahydratu siranu Zelezito-
amonného FeNH,(SO,),-12H,O, ktery se pro svou stélost pouziva
jako standardni slouCenina Zeleza.

Mr(FeNH,(SO,),-12H,0) = 482,19; Ar(Fe) = 55,85
Pro piipravu 100 ml roztoku Fe*" o obsahu 0,025 mg/ml Fe je tie-
ba navazit presné priblizné 21,58 mg FeNH,(SO,),-12 H,0.)

b) Navazené mnozstvi rozpustte s vyuzitim 100 ml odmérné banky
a dopocitejte skute¢nou koncentraci pripraveného roztoku.

¢) Vznikly roztok pouzijte v dalsim kroku pro ptipravu kalibra¢nich
roztoka.

Obr. 5: Pracovni misto pred zahdjenim pripravy kalibra¢nich roztoka
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2) Priprava kalibrac¢nich roztoki

a) Do sesti 25 ml odmérnych banék odpipetujte 0, 1, 2, 3, 4a 5 ml stan-
dardniho roztoku Fe*'.

b) Pridejte 5ml zfedéné HNO; (10%), 1 ml roztoku K,S,05 a 3ml
20% roztoku NH,SCN.

¢) Kazdou odmérnou banku doplite destilovanou vodou po rysku
a promichejte nékolikandsobnym otocenim banky.

d) Pokud jste pti pripravé standardniho roztoku Fe®" navdzili piesné
21,58 mg FeNH,(SO,),-12H,0, ziskate jeho fedénim roztoky o kon-
centraci 0,001; 0,002 ... 0,005 mg/ml. (Prvni roztok, ktery neobsa-
huje Fe*', je srovnavaci.) Pokud jste piesné navazili jiné mnozstvi
standardu, musite koncentrace vzniklé nafedénim standardniho
roztoku dopocitat!

¢islo kalibracniho roztoku

pipetovano [ml]
(zasobni roztoky) 1 2 3 4 5 6
@ FeNH,(SO,), | 0 | 1 2 3 4 5
® HNO, 5 | 5 5 5 5 5
® K,S,0, 1|1 1 1 1 1
® NH,SCN 3 | 3 | 3 3 | 3 3
vysledna
koncentrace Fe @ 0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,004 0,005)
[mg/ml] 7

HZO doplnit dest. vodou do 25 ml I

Obr. 6: Schéma pripravy kalibra¢nich roztokt

3) Priprava vzorku
a) Ve treci misce rozetrete tabletu, ve které budete stanovovat obsah
Fe. V pripadé, Ze je tableta pfimo urcena k rozpusténi, miiZete ten-
to krok vynechat.
b) Z tablety pripravte v odmérné bance 100 ml roztoku.
¢) Do 25ml odmérné banky odpipetujte 10 ml vaseho vzorku.
d) Pridejte 5ml zfedéné HNO; (10%), 1 ml roztoku K,S,04 a 3ml
20% roztoku NH,SCN.
e) Odmeérnou banku doplnte destilovanou vodou po rysku a promi-
chejte nékolikanasobnym otoc¢enim banky.
f) Stejnym zpiisobem zpracujte také vzorek vody ,z kohoutku®
4) Nastaveni HW a SW
o Tato ¢ast predchazi vlastnimu méreni a je popsana v nasledujicich
samostatnych kapitolach ,Nastaveni HW a SW* a ,,Priprava méreni®
5) Spektrofotometricka méreni
o Tato Cast je popsana v nasledujici kapitole ,Vlastni méreni®
6) Sestrojeni kalibracni primky a stanoveni neznamé koncentrace
o Tato Cast je popsana v kapitole ,Analyza namérenych dat”

Nastaveni HW a SW

1) Pro vSechna nésledujici méreni je tfeba pripravit spektrofotometr
AMADEUS. Zapojeni a nastaveni provedte dle obrazku ¢. 7 na nésle-
dujici strané.

Zeleznaté a Zelezité ionty

Pokud nejsou ve vasich vzorcich ob-
sazeny ionty Fe**, neni nutné pridavat
ke vzorkiim roztok HNO; a K,S,Os.
Stejné tak je mozné tento krok vypustit
v piipadé, Ze nemdte dostatek Casu

a potrebujete praci zakdm zjednodusit.
Na druhou stranu je mozné zdmérné
pripravit roztoky obsahujici razny
pomér iont Fe*" a Fe*'. Nékteré
pracovni skupiny pak mohou provést
postup bez proveden{ oxidace Zelezna-
tych iontd a jiné vCetné oxidace iontd
Zeleznatych na Zelezité. Porovnani
vysledkd jednotlivych skupin pak
odhali pfitomnost Zeleznatych iontd

v pavodnim vzorku.

Dalsi vzorek k analyze

Zajimavé muze byt zarazeni tfetiho
vzorku, ktery pripravime tak, Ze ne-
chame v kadince s destilovanou vodou
zrezivét napft. hiebik ¢i jiny zelezny
predmeét. Takto ziskany roztok muze-
me také podrobit testovani.

Experimentem k poznani
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Diodové pole?

Spektrofotometr Amadeus disponuje
detektorem typu diodového pole (diode
array). Tim je umoznéno soucasné
sledovani absorbance v rozsahu vino-
vych délek zhruba od 350 do 800 nm.
Princip tohoto detektoru je na nésledu-
jicim obrazku.

miizka

I opticka

kyveta

zdrojsvétla o = o

diodové pole

Soubory do dataloggeru SPARK

Uvedené soubory je tfeba do vech
dataloggerti SPARK nahrat pred zacat-
kem praktického cviceni.

V prvnim souboru je pouze jedna
stranka, kterd obsahuje zdkladni
instrukce k proméreni absorpéniho
spektra a pole pro zapsani vysledné
hodnoty. Této hodnoty vyuzijete
nésledné ve druhém souboru, kde

je predpfipraveno nékolik stranek:
KALIBRACE, GRAF KALIBRACE,
MERENI NEZNAMYCH VZORKU.
Soubor je opét doplnén instrukcemi
a prostorem pro zapis vyslednych
hodnot.

Alternativné je mozné pouzit spekt-
rofotometr Amadeus pfimo s pocita-
¢em a SW Quantum. Tento software
umoziiuje nejen detailnéjsi nastaveni
spektrofotometru, ale také obsahuje
tzv. ,koncentra¢niho pravodce®.

Nezhasinejte zarovku

Neni vhodné odpojovat elektricky
zdroj. Nejen ze tim sniZujete Zivotnost
zarovky, ale po zapnuti vzdy néjakou
dobu trvd, nez se vykon zarovky ustali.

Obr. 7: Fotografie zapojeni spektrofotometru

2)

Ke svému pocitaci (netbooku) pripojte USB kabel (konektor A) doda-
vany se spektrofotometrem Amadeus. Druhou stranu kabelu ptripojte
ke spektrofotometru (konektor B).

Didle propojte svétlovodicem analyzator se zdrojem s mérici celou.
Dbejte na to, abyste propojovaci mista neznecistili.

Pomoci prilozeného adaptéru pripojte zdroj elektrického napéti k mé-
fici cele se svételnym zdrojem. Pokud je v$e v poradku, je sachtou mé-
Fici cely vidét rozsvicené svétlo.

Priprava méreni

1)

2)

3)

V prvni ¢asti musite zjistit, jaké je absorp¢ni maximum vaseho ba-
revného komplexu. K tomu budete pottebovat soubor ch14-spekt-
rofotometrie_Fe-sablona_max.spk. (Soubor je dostupny na portélu
WWW.expoz.cz.)

V dalsi ¢ésti budete promérovat absorbance kalibrac¢nich roztok.
K tomu vyuzijete soubor ch14-spektrofotometrie_Fe-sablona-ka-
librace+vzorky.spk. (Soubor je dostupny na portalu www.expoz.cz.)
V ramci vyse uvedeného souboru provedete také promeéreni absor-
banci vasich neznamych vzorki.

Vlastni méreni a zaznam dat

1)

Proméreni absorp¢niho maxima komplexu Fe

a) Zkontrolujte, zda je spektrofotometr PASCO Amadeus korektné
zapojen.

b) Otevrete sisoubor chl14-spektrofotometrie_Fe-sablona_max.spk.

¢) Na datalogetu PASCO SPARK kliknéte na tlacitko Ndstroje experi-
mentu. (Nachazi se vpravo dole.)

d) Kliknéte na tlacitko Konfigurace senzorii a pokracujte tlac¢itkem
Upravit viastnosti Spectrometru.

e) Znabidky vyberte Referencni cdry. Do mérici cely zasunte Cerny hra-
nolek, ktery zabrani priichodu svétla k detektoru. Kliknéte na tlacit-
ko Ulozit tmavou. Tim jste si ulozili tzv. ,temné spektrum®.

f) Vyjméte ¢erny hranolek a vlozte kyvetu s destilovanou vodou. Klik-
néte na tlacitko UloZit referenci.
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g) Kliknéte na tlacitka UloZit a nasledné Hotovo.

h) Nyni kyvetu naplnte prostfednim kalibra¢nim roztokem a vlozte ji
do méfrici cely.

i) Stisknéte tlacitko Start a vyckejte zobrazeni absorp¢niho spektra.
Poté stisknéte tlacitko Stop.

j) Zobrazte Ndstroje grafu a pomoci Vybéru datové oblasti (Sipka)
vyberte bod s nejvyssi hodnotou absorbance na kfivce v rozmezi
450-700 nm.

k) Hodnotu zobrazenou nahote jako x: --- si poznamenejte v pravé
spodni ¢ésti (néstroj Kldvesnice) jako absorp¢ni maximum.

1) Soubor si ulozte pod jinym ndzvem pro pripadny pozdéjsi tisk
protokolu.

2) Zjisténi absorbanci kalibrac¢nich roztokii

a) Zkontrolujte, zda je spektrofotometr PASCO Amadeus korektné
zapojen.

b) Otevtete si soubor chl4-spektrofotometrie_Fe-sablona-kalibra-
ce+vzorky.spk.

¢) Provedte nastaveni spektrofotometru stejné jako v predchozich bo-
dech c)-f) v ¢ésti ,,Proméreni absorpéniho maxima komplexu Fe.

d) Z nabidky déle vyberte Akvizice casu a zménte hodnotu Vinovd
délka na hodnotu zjisténého absorp¢niho maxima.

e) Kliknéte na tlacitka Ulozit a nasledné Hotovo.

f) Nyni kyvetu naplite nejméné koncentrovanym kalibra¢nim rozto-
kem a vlozte ji do mérici cely. Stisknéte tlacitko Start. Po ustaleni
hodnoty stisknéte tlacitko Stop. Postup opakujte se véemi kalibrac-
nimi roztoky.

g) Kliknéte na tlacitko Dalsi stranka. Pokud jste pracovali spravné, uvi-
dite sestrojenou kalibra¢ni krivku.

3) Zjisténi absorbanci roztoki neznamych vzorka

a) Mérenim vzorkl s nezndmou koncentraci iontli Fe navazte ihned
na predchozi ¢ést.

b) Kliknéte na tladitko Dalsi stranka. Zobrazi se treti stranka, kterou
pouzijete pro odecteni hodnot absorbanci vzork.

¢) Naplnte kyvetu vzorkem a stisknéte tlacitko Start. Po ustéleni hod-
noty stisknéte tlacitko Stop. Postup opakujte se vS§emi neznamymi
vzorky.

d) Hodnota absorbance nezndmého vzorku by méla lezet zhruba upro-
stfed kalibracni krivky. Pokud tomu tak neni a absorbance vzorku je
prilis velkd, je treba vzorek naredit.

e) Vysledny soubor si ulozte pod jinym ndzvem pro pripadny pozdéjsi
tisk protokolu.

Analyza namérenych dat

Sestrojeni kalibra¢ni pfimky a stanoveni neznamé koncentrace

1) Z naméfenych absorbanci kalibra¢nich roztoka vytvorte kalibra¢ni
krivku, tzn. zdvislost absorbance na obsahu/koncentraci iont Zeleza.

2) Jednotlivé body kalibra¢ni kfivky prolozte pfimkou linearni regrese, je-
jiz rovnici spolu s grafem zaznamenejte do protokolu.

3) Z hodnot absorbance nezndmych vzorka pomoci kalibra¢ni kiivky Kalibrace a vyhodnoceni
zpétné urcete obsah Zeleza v téchto vzorcich. Vyuzijte k tomu rovnici K vyhodnoceni vysledkii je mozné
regresni primky. (Pouzit mizete pfimo kfivku z dataloggeru SPARK 74kdm poskytnout soubor ch14-
<druhd strana> — u této kiivky jsou schvalné prohozeny osy x a y, ¢imz spektrofotometrie_Fe-vypocty.xlsx.
ziskate rovnici regresni primky v takovém stavu, ze pouze dosadite (Tento soubor je dostupny na portélu

namérenou absorbanci za x.) WWW.expoz.cz.)
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Hodnoceni vysledka

Popsand metoda je velice citliva

a umoznuje stanovit skute¢né malé
koncentrace iontt Fe. Pokud Zaci
pracovali spravné, méli by se pribli-
Zit béznym uddvanym hodnotdm jak
u vitaminového pfipravkuy, tak u ,ko-
houtkové vody“. Musite pocitat s tim,
ze hodnota u ,kohoutkové vody*
muze byt v riznych regionech zna¢né
odlisn4, a to v souvislosti s pouzitym
vodnim zdrojem.

Pripadné nepresnosti jsou nejcastéji
zaky zaneseny v pritbéhu redéni kalib-
racnich roztokd. Problémem muze byt
také pouzitd destilovand (deionizova-
nd) voda znedi$ténd ionty Fe.

Syntéza a zavér

Na zavér je vhodné zakiim shrnout:

« Jaky je vyznam Fe pro nés organiz-
mus.

+ Spektrofotometrie — princip, postu-
py, priklady.

+ Co je to absorpéni spektrum.

+ Lambertdv-Beertv zdkon — defini-
ce, vzorec, vysvétleni.

+ Co znamend kvantifikace metodou
kalibra¢ni krivky?

« Linedrni regrese — co to je, jak se
sestroji, jaké je jeji vyuziti.

+ Jaké mnozstvi iontd Fe povoluje
norma pro pitnou vodu.

+ Vyhoveél vas vzorek ,kohoutkové
vody“ této normé?

«+ Jaka je doporucend denni davka Fe
(pro dospélého, pro dité).

+ Obsahuje studovana tableta vita-
minového pripravku doporucenou
denni davku Fe?

4) Vypocitejte, jaké koncentrace Fe jsou v pivodnich vzorcich — vitamino-

vém/mineralnim pripravku a ,kohoutkové vodé“. Nezapomente korekt-
né zapocitat vSechna pripadna redéni, ktera jste pri zpracovani vzorka
provedli.

Hodnoceni prace zaka

)

[

L 4

Nastudovali si zdci teorii predem?

Sestavili a pouzili zaci mérici aparaturu spravné?
Postupovali Zaci korektné podle pracovniho navodu?
Porozuméli zaci uvedené problematice?

Vypracovali zaci spravné své pracovni listy?

Ziskali zaci predpokladané vysledky?

Interpretovali zaci vysledky spravné?

Shrnuli Zaci nové poznatky v zavéru?

Informacni zdroje

)

)

http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie

Educational Spectrometer system: Software and Application Guide
(PDF manual, http://www.spectroscopyl01l.com)

http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDelezo
GREENWOOD, N a Alan EARNSHAW. Chemie prvkii. 1. vyd.
Praha: Informatorium, 1993. ISBN 80-85427-38-9.

Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb

(dostupna napft. na adrese http://www.tzb-info.cz/pravni-predpisy/
vyhlaska-c-252-2004-sb-kterou-se-stanovi-hygienicke-pozadavky-
na-pitnou-a-teplou-vodu-a-cetnost-a-rozsah-kontroly-pitne-vody)
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