Uloha&. 1: Spektrofotometrické stanoveni barviva

Princip:

Koncentrace nékterych latek v roztoku muize byt stanovena na zakladé toho, Ze dana latka
absorbuje viditelné svétlo (jevi se nam jako barevna). Pii absorpce svétla doda foton pohlceny
molekulou urcité latky energii elektronu z nékterého molekulového orbitalu, a zpisobi tim
jeho prechod do orbitalu s vy$si potencialni energii. Takto excitovana molekula se pak
piebytecné energie zbavi vétsinou tim, ze ji preda molekulam rozpoustédla a tak ji pfeméni na
teplo (tzv. nezariva deexcitace). Protoze v kazdé molekule jsou mozné jen elektronové
prechody odpovidajici jistym konkrétnim hodnotam energie, jsou také absorbovany jen fotony
o vlnovych délkach odpovidajicich témto hodnotam energie. Zavislost intenzity absorpce na
vlnové délce (energii) pouzitého svétla se nazyva spektrum a ve viditelné oblasti ma vétSinou
tvar jednoho, nebo vice vrcholl (tzv. pikl) -
viz obr. 1. Pro stanoveni se obvykle pouziva P *
svetlo té vinové délky pfi, které je absorbce
nejvetsi (Amax), protoze pak je stanoveni
nejcitlivéjs§i.  Pouziti monochromatického
svetla, ve skutecnosti ale koneéného, 1 kdyz
uzkého intervalu vlnovych délek (tzv.
spektralni §itky), je nutné také proto, zZe
kdyby spektralni sitka nebyla dostatec¢né uzka
a dochazelo-li by vjejim rozmezi ke
znatelnym VykyVlullTl ve spektru, nedostali Obr.1 Elektronové absorpcni spektrum 4-chlor-Z-nitrofenolu
bychom linearni zavislost mezi absorbanci a koncentraci. Je tieba si uvédomit, ze v roztoku
mohou byt kromé latky, kterou stanovujeme jesté dalsi latky, které pii pouzité vinové délce
absorbuji a stanoveni je potom zatizeno chybou. Proto je tfeba cely postup meéfeni a pripravy
vzorku vzdy peclivé promyslet a konzultovat s literaturou. Pfi stanoveni je méfeny roztok
umistén v prahledné sklenéné nadobce nazyvané kyveta. Standardni rozméry kyvety jsou
takové, ze svétlo projde vrstvou roztoku silnou presné jeden centimetr. Na této draze
(nazyvané opticka draha také dochazi k absorpci svétla. Je zieyme, ze kdybychom pouzili
kyvetu §irsi (s delsi optickou drahou), absorpce by se zvysila (coz se v praxi nékdy pouziva,
chceme-li zvysit citlivost stanoveni). Také je prirozené, Ze na jednotkové draze bude mnozstvi
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vztahy jsou vyjadieny Lambert-Beerovym zakonem:
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kde:

Ip je svételny tok naméfeny pred kyvetou se vzorkem (napf. Im)

I je svételny tok naméfeny po pruchodu kyvetou se vzorkem (napi. Im)

T je transmitance, ¢ili podil svétla, ktery prosel neabsorbovan (bezrozmérna, nékdy v %)

Aj je absorbance (bezrozméma)

. je molami dekadicky absorpéni koeficient, ktery je charakteristicky pro uréitou latku a
danou vlnovou délku, a je v podstaté mirou schopnosti latky absorbovat svétlo (dm?mol-'cm™)
1 je opticka draha (cm)

Nejcastéji je méfenou velicinou absorbance, protoze je vyhodné, Ze je linearné zavisla na
koncentraci. V praxi provadime meéfeni tak, ze piistroj je vynulovan (tj. hodnota Io je zméfena



a ulozena v pameéti nebo nastaveni pristroje), kdyz je do drahy paprsku umisténa kyveta
s ¢istym rozpoustédlem. Tim je zaroven méfeni opraveno o absorpci samotného rozpoustédla
a kyvety (tzv. korigovano o pozadi). Poté je mozno méfit dalsi roztoky. Stanoveni latky ve
vzorku nejcastéji provadime metodou kalibraéni piimky. Metoda spociva v tom, Ze mame
k dispozici standard latky, kterou stanovujeme, tj. Cistou latku ziskanou z divéryhodného
zdroje, ktery garantuje jeji Cistotu, a z ni pripravime sadu roztokli o vzristajici koncentraci
stanovované latky (tzv. analytu), kde rozmezi koncentraci pokryva predpokladany rozsah
moznych koncentraci analytu ve vzorku. Jak je vidét z Lambert-Beerova zakona, méla by
zavislost absorbance kalibra¢nich roztokii na znamé koncentraci standardu byt primkova, coz
umoziuje prolozit naméfenymi body piimku (napf. pomoci pocitace v programu Excel).
Obsah analytu v neznamém vzorku poté urc¢ime zméfenim jeho absorbance a urcenim
koncentrace analytu v ném bud’ vypoctem z uréené rovnice kalibrac¢ni piimky nebo graficky
z grafu kalibra¢ni pifimky. Na obrazku 2 je schématicky znazornény pristroj, ktery se pro
méieni absorbance pouziva.
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Obr. 2: Schéma spektrofotometru

Zdroj svétla

V tloze stanovovano pouzivano barvivo ,.Direct Orange 39 (CAS No. 1325-54-8),
coz je sodna stl kyseliny [2-(4-aminofenyl)fenyl]iminosulfamové. Je to barvivo pouzivané
zejména k barveni textilu. Patii mezi tzv. pifima barviva, rozpustna ve vodé a snadno
vybarvujici celulozova vlakna. Jde o produkt technicke cistoty (dle vyrobce minimalne 95 %),
proto jsou pii vypoctech vtéto uloze pouzity hmotnostni koncentrace, nebot pouziti
latkovych koncentraci by bylo principialné chybné.



Pracovni postup

1. Priprava zisobniho roztoku barviva o koncentraci cca 200 mg/l

Navazi se s presnosti +0.1 mg (tj. na analytickych vahach) navazka barviva blizka
hodnoté 0,1 g, rozpusti se v potirebném mnozstvi destilované vody a kvantitativné se prevede
do 500ml odmérmé barnky. Odmérna barika se doplni destilovanou vodou po rysku a dokonale
promicha. Z hodnoty skuteéné navazky barviva se vypocéita skutecna koncentrace
piipraveného roztoku:

m
Cz = V
kde:
m - navazka barviva [mg],
\% - objem pfipraveného zasobniho roztoku [0,5 1],
cz - koncentrace barviva v pfipraveném zasobnim roztoku [mg/1].

2. Priprava zakladniho roztoku barviva o koncentraci cca 20 mg/l

Do c¢isté 100ml odmémé banky se odpipetuje 10 ml zasobniho roztoku barviva
pripraveného v bodé 1, tato odmeéma barika se doplni destilovanou vodou po rysku a dikladné
promicha. Vypocita se skutec¢na koncentrace piipraveného roztoku:

CZ i VZ
Cy =
Vv
kde:
cz - koncentrace barviva v zasobnim roztoku vypoctena v bodé 1 [mg/1],
Vz - pipetovany objem zasobniho roztoku [10 ml],
\% - objem pripraveného zakladniho roztoku [100 ml],
Co - koncentrace barviva v pfipraveném zakladnim roztoku [mg/1].

3. Priprava kalibra¢nich roztoku barviva

Do &tyf odmeémych banek o objemu 25 ml se odpipetuje postupne 5, 10, 15 a 20 ml
zakladniho roztoku barviva, pfipraveného v bodé 2. Tyto odmérné banky se doplni
destilovanou vodou po rysku a dikladné promichaji. Koncentrace barviva v pripravenych
kalibra¢nich roztocich se vypocita dle vzorce:

¢+ Vi
C; =
\Y%
kde:
Co - koncentrace barviva v zakladnim roztoku vypoctena v bodé 2 [mg/1],
Vi - pipetovany objem zakladniho roztoku barviva [5, 10, 15 nebo 20 ml],
A% - objem piipraveného kalibraéniho roztoku [25 ml],
[ - koncentrace barviva v pfipraveném kalibracnim roztoku [mg/1],
i - poradové ¢islo kalibra¢niho roztoku [1, 2, 3 nebo 4].



4. Priprava roztoku vzorku
Zadany vzorek v 25ml odmérmné barice se doplni destilovanou vodou po rysku a
dikladné promacha.

5. Méi‘eni absorpcniho spektra barviva

Dle postupu pro obsluhu spektrofotometru se zméii hodnoty absorbance zakladniho
roztoku barviva (piipraveného v bodé 2) v rozsahu vinovych délek 360 — 460 nm po 10 nm. Z
grafického znazorméni zavislosti zméfené absorbance A na vlnové délce A (obr. 1) se zjisti
hodnota vinové délky Amax, pi1 které byla naméfena nejvyssi hodnota absorbance zikladniho
roztoku barviva.

6. Méi‘eni kalibracni kiivky pro spektrofotometrické stanoveni barviva

Spektrofotometr se nastavi pro méieni pii vinové délce Amax (zjisténé v bod¢ 5). Zmeii
se postupné absorbance destilované vody, vSech kalibracnich roztokt a zakladniho roztoku
barviva pi1 vlnové délce Amax. Vynese se do grafu zavislost zmeéfené absorbance na
koncentraci barviva v roztoku (pozor, je nutno pouzit skutecné hodnoty koncentraci
vypoctené v bodech 2 a 3). Ziskana zavislost by méla byt pfimkova. Pokud se nektery z bodu
kalibra¢ni kiivky vyrazné odchyluje od piimkové zavislosti, je nutno pripravit novou sadu
kalibra¢nich roztokii a meéfeni kalibra¢ni kiivky zopakovat. Tabulku s vypoctenymi
koncentracemi kalibra¢nich roztoku a zméienymi hodnotami absorbance piedloite,
spolu s vykreslenou kalibracni pfimkou, vyuéujicimu ke kontrole!

Body kalibracni kiivky se prolozi pfimkou pomoci linearni regrese (metodou
nejmensich ctverci). Ziska se rovnice kalibracni primky ve tvaru:

A=a-c+b
kde:
A - absorbance
c - koncentrace
a,b - cCiselne parametry vypoctené pomoci linearni regrese

Pomoci linearni regrese se vypocita taktéz koeficient korelace r, jehoz hodnota by se
mela blizit 1.

7. Stanoveni obsahu barviva ve vzorku

Trikrat vedle sebe se zméii hodnota absorbance roztoku vzorku (piipravené¢ho v bod¢
4) pii vlnové délce Amax (zjiSténé v bodé 5); po kazdém meéfeni se kyveta vyleje a naplni
novym vzorkem. Vypocita se aritmeticky primér nameétfenych hodnot absorbance vzorku,
ktery se dosadi do rovnice kalibra¢ni kiivky (nalezené v bodé 6) a vypocita se hodnota
koncentrace C, coz je koncentrace barviva v roztoku vzorku. Obsah barviva ve vzorku se
vypocita nasledovneé:

m=c-V
kde:
c - koncentrace barviva v roztoku vzorku zjisténa z kalibracni kitvky [mg/1],
A% - objem roztoku vzorku [25.107 1],
m - hmotnost barviva obsazeného ve vzorku [mg].

Vysledek analyzy udejte v mg barviva v analyzovaném vzorku. Spolu s vysledkem analyzy se
predkladaji ke kontrole takeé obrazky absorpéniho spektra a kalibracni kiivky barviva.



Dopliikové piiklady:

1.

Pi1 kolorimetrickém stanoveni dusi¢nanti byl do 25 ml odmérné bariky pipetovan 1 ml
standardniho roztoku NO3™ o koncentraci 25 mg/ml, 1 ml smési ¢inidel a po vzniku
zbarveni (20 min) byl banka doplnéna destilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny
barevny roztok byl zméfen na spektrofotometru pii zvolené vinové délce a byla odectena
hodnota absorbance 0,200. Pro jaky rozsah koncentraci dusi¢nant v méfeném roztoku lze
provest kalibraci, jestlize zavislost absorbance na koncentraci je linearni v intervalu
absorbanci od 0,010 (mez stanovitelnosti) do 1,800.

Jak byste pfipravili standardni roztok NO3™ 0 koncentraci 25 mg/ml z pevného NaNOs3?

Prevedte nasledujici idaje absorbance na transmitanci: 0,235; 0,543; 0,418; 1,000, 3,000.
Kolik procent svétla je v poslednim pfipadé roztokem absorbovano? Jak asi takovy
roztok pii pohledu okem vypada?

5.00x10* M roztok komplexu niklu byl naplnén do kyvety s optickou drdhou 1,000 cm.
Absorbance pii 592 nm byla 0,446. Jaké je & komplexu pii 592 nm? Ma-li roztok
neznamé koncentrace tohoto komplexu niklu absorbanci 0,125 pfi stejné vinove délce,
jaka je jeho koncentrace?

Spocitejte molami dekadicky absorpéni koeficient latky pii dané vinové délce, ktera ma
pii koncentraci 0,023 mol/l absorbanci 0,563 (1 cm kyveta).

Vypoctéte z hodnot nameéfenych béhem provadéni této ulohy hodnotu molarniho
dekadického absorpéniho koeficientu pouzitého barviva pii zvolené vinové délce Amax a
porovnejte vypoctenou hodnotu s hodnotami uvadénymi v literature.

Odhadnéte, jakou barvu bude mit roztok, ktery ma Amax = 630 nm.

Nakreslete strukturni vzorec barviva pouZitého v této tloze (tj. sodné soli kyseliny [2-(4-
aminofenyl)fenyl]iminosulfamove).

Vysveétlete, jaky je rozdil mezi barvivem a pigmentem.



