Méreni koncentrace roztoku absorpcnim spektrofotometrem

Teoreticky Uvod

Absorpcni spektrofotometrie je metoda stanoveni koncentrace disperzniho podilu analytické
disperze, zaloZzena na méreni absorpce svétla. Prochazi-li monochromatické svétlo timto prostfedim,
snizi se jeho intenzita z pdvodni hodnoty I, na I. Mirou sniZeni intenzity je veli¢ina, zvana
absorbance A (pouZziva se rovnéz ekvivalentni termin extinkce E). Absorbance je definovana vztahem

Iy
A= 10g10 (7)

Jinou velicinou, kterd charakterizuje absorpci svétla, je transmitance T, definovana jako

T 1
=1
Absorbance a transmitance tedy tedy souvisi vzajemnym vztahem A = —logo T. Obé tyto veli¢iny

jsou bezrozmérné.

Mezi absorbanci A a koncentraci c disperzniho podilu plati linearni vztah, zvany Lambert-BeerQv
zakon:

A=k-c-L

kde k je extinkéni koeficient, jehoZ hodnota je charakteristickd pro danou latku v roztoku a pro danou
vinovou délku svétla (jednotkou k je Imol~tcm™1), ¢ je molarni koncentrace latky (mol/l), a L je
tloustka vzorku disperze (cm).

Absorpcni fotometrie slouZi ke stanoveni koncentraci jak bezbarvych, tak i barevnych analytickych
disperzi. U bezbarvych roztokd se pouzivd monochromatické svétlo z UV oblasti (200-380 nm), u
barevnych roztok se mlze pouzit jak UV, tak i viditelna oblast svétla (380-760 nm). Rozhodujicim
kritériem pfi volbé vinové délky je co nejvyssi citlivost méfeni. To znamend nalezeni takové vinové
délky, pti které malé zméné koncentrace odpovida nejvétsi zména absorbance. Tomuto pozadavku
odpovidd vinova délka absorpcniho maxima; v pripadé vétsiho poctu absorpénich maxim pak vinova
délka absorpéniho maxima s nejvétsi absorbanci.

V lloze bude pouZit moderni typ spektrofotometru (Biochrom Libra S6), ktery umoznuje rychlé
zméreni absorpcniho spektra v Sirokém rozsahu vinovych délek. Jako zdroj svétla slouZi halogenova
lampa s wolframovym vlaknem, kterd vydava svétlo v celé Sifi viditelného spektra. Toto bilé svétlo je
kolimovano, dopada kolmo na vzorek, a po prichodu vzorkem je ohybem na optické mfizce
rozloZzeno na monochromatické paprsky. Tyto dopadaji na soustavu fotodiod, které méfi intenzitu
jednotlivych paprskd. Pristroj tedy neobsahuje Zadné pohyblivé ¢asti, a umoznuje prakticky
simultanni méreni absorbance pro az 1024 vinovych délek.

Pristroje a pomucky:

1. Absorpcni spektrofotometr Biochrom Libra S6.
2. Pocitac¢ s rozhranim pro komunikaci se spektrofotometrem.
3. Sada roztok( CuSO,.



4, Kyvety.
Ukol:

1. Zmérte absorpcni spektrum roztoku siranu médnatého.

2. Ovéfrte platnost Lambert-Beerova zédkona.

3. Urcete neznamou koncentraci siranu médnatého.

Provedeni:

1. Zapnéte pocitad. Spustte program Graphico (ikona v pravém hornim rohu obrazovky).
Vypliite jméno jednoho ze studentll ve Vasi skuping, a v kolonce , Organization” vyplnte Cislo
kruhu a cislo skupiny.

2. Zapnéte spektrofotometr ¢ernym tlacitkem v pravém dolnim rohu ovladaciho panelu na
spektrofotometru. Vyckejte 1 minutu, dokud neskonci sebediagnostika pfistroje. (Dokud je
pfistroj zaneprdzdnén diagnostikou ¢i mérenim, naskakuje postupné posledni Fadek u
spodniho okraje displeje.)

3. Stiskem tlacitka F2 pfejdéte na Uvodni obrazovku, ktera dava na vybér:

* Repeat last operation

* Make a measurement

e Set up instrument

Kdykoli béhem méreni se mliZete na tuto obrazovku vratit stiskem tlacitka F2.

4, Zvolte ,Make a measurement” a na dalsi obrazovce zvolte ,Scan”. Poté tladitkem F1 zvolte
jako vystup absorbanci (Abs).

5. Do drzaku napravo od displeje vlozte kyvetu naplnénou Cistou vodou. Toto bude referencni
vzorek. Poté stisknutim modrého tladitka oznaceného ,0A/100%T“ spustte méreni
absorpcniho spektra referenéniho vzorku, které bude automaticky uloZzeno do paméti.

6. Vyjméte referencni vzorek a vloZte kyvetu naplnénou roztokem s nejvyssi koncentraci siranu
médnatého. Poté stisknutim zeleného tladitka spustte méreni absorp¢niho spektra. Na
displeji se objevi graf, kde na ose x je vinova délka a na ose y je rozdil absorbanci nyni
vlozeného vzorku a referencniho vzorku. Souhlasi Vami namérené absorpéni spektrum
s barvou roztoku, jak je vnimana okem?

7. Graf se objevi také na pocitaci v programu Grafico. (Neobjevi-li se graf, prepnéte program do
rezimu ,Scan” tlacitkem na horni listé). Graf uloZzte na Plochu jako soubor formatu pdf
(pomoci prikazu Print, nikoli Save). Poté si soubor uloZzte na USB pamét nebo odeslete pres e-
mail.

8. Zgrafu odectéte vinovou délku absorpéniho maxima. V3echna naslednd méfeni budete
provadét pro tuto vinovou délku.

9. Prepnéte spektrofotometr do rezimu meéfeni pfi fixni vinové délce (F2 - Make a
measurement - Single/Multi/Ratio = Single A). Nastavte vinovou délku z pfedchoziho kroku
(zvolte Set A, poté tlacitky s Sipkami upravte vinovou délku, poté zvolte Accept A).

10. Vkladejte postupné kyvety naplnéné roztoky se znamymi koncentracemi siranu médnatého,
a s neznamou koncentraci. Pro kazdy roztok namérte stisknutim zeleného tlacitka hodnotu
absorbance (relativné k absorbanci referencniho vzorku, ktera je stéle v paméti pristroje).

11. Zmérené hodnoty absorbance roztoku zapiste do tabulky a sestrojte kalibracni kfivku (tj. graf

zavislosti absorbance na koncentraci). Souhlasi namérend kfivka s Lambert-Beerovym



zakonem? Z kalibrac¢ni krivky odectéte koncentraci siranu médnatého ve vzorku s neznamou

koncentraci.
12. Vycistété pouZité kyvety. Vypnéte spektrofotometr. Odstrante z pocitate Vami ulozeny

soubor, a ukoncete program Grafico.

Kontrolni otazky:

U jakych roztoku lIze spektrofotometr Libra S6 pouzit ke stanoveni koncentrace?
Jak je definovana absorbance (extinkce) a transmitance?

Co popisuje Lambert-Beertv zakon?

Co je absorpéni spektrum?
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