Spektrofotometrické stanoveni v analyze vod

Ultrafialova a viditelna spektrofotometrie
Princip metody

Spektrofotometrie je zaloZena na interakci elektromagnetického zafeni a molekulou
stanovované latky, kterou dané elektromagnetické zareni proslo. Pokud mérena latka je schopna
absorbovat elektromagnetické zafeni, bude se prosly tok zafeni ligit od vstupniho. Ukolem
spektrofotometrie je pak studovat, pii jakych vinovych délkéch a k jak intenzivnimu pohlceni
zateni doslo.

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urcitych vinovych
délek. Je to dano tim, Ze mohou existovat jen v uréitych kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize m& molekula pfejit ze stavu s nizsi energii do stavu s energii vyssi
musi absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd pravé odpovida rozdilu energii mezi energetickymi

hladinami E2 a E1 obou kvantovych stavu podle Planckovy podminky:
C
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kde
c je rychlost svétla, A vinova délka, h Planckova konstanta (6,626.10°3 J-s).

Podstatou UV a Vis spektrometrie je absorpce UV a Vis zafeni (200 az 800 nm)
zfedénymi roztoky molekul. Pfi absorpci dochazi k excitaci valencnich elektront. Proto tato
spektra nazyvame elektronova a spektrometrii elektronovou spektrometrii. Nejnaro¢néjsi jsou
prechody mezi elektronovymi energetickymi hladinami. K témto pfechodim dochazi pii
absorpci ultrafialového (190 az 400 nm) a viditelného zateni (400 aZ 800 nm). Absorpce zatfeni
se mefi na pristrojich, které se nazyvaji absorpcni spektrofotometry.

Podil zafivych tokt ®(prosly tok zafeni) a ®o(vstupujici tok zafeni) se nazyva

propustnost neboli transmitance T

T=— [4]

Na spektrofotometru muizete odecist i absorbanci A, tedy zaporn¢ vzaty logaritmus

propustnosti:

A=—logT =log (%) 5]



Zavislost propustnosti ¢i absorbance na vinové délce se nazyva absorpcni spektrum.

Kvantitativni analyza je zaloZena na Lambert-Beeroveé zdakoné, podle kterého je hodnota
absorbance A pii vinové délce A piimo umérna latkové koncentraci ¢. Lambert-Beertuv zakon
plati pro monochromatické zafeni a pro nizké koncentrace, fadové mensi nez 102 mol/l.
Nejjednodussim oveéfenim platnosti tohoto zakona je proméieni zavislosti absorbance na rizné
koncentraci nékolika kalibra¢nich roztokt pfi stejné vinové délce a ve stejné kyveté. Vysledna

zavislost musi byt pfimkova a nazyvame ji kalibracni krivkou.

Spektrofotometrické stanoveni fosforecnanii ve voddch

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah fosforecnanti ve vodé
Chemikalie: 0,07165 g dihydrogenfosfore¢nan draselny KH2PO4
13,3ml  kyselina sirova HoSO4
1g molybdenan amonny (NH4)sM0024.4H,0
0,06875 g vinan antimonylo-draselny K(SbO)C4H4Os - 0,5 H2O
0,088 g kyselina askorbova (CsHgOs)
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmérna banka 100 ml, 50 ml, 25 ml (8 ks)
kadinka 250 ml, 100 ml (2 ks)
vazenka
1zicka
spektrofotometr a kyvety
stopky

Postup:

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH>2PQOa), zdasobni roztok standardu (c = 0,005268 mol/l):
Pro pfipravu zésobniho roztoku se navadzi 71,65 mg vysuSené¢ho dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (suSeni 2 hodiny pii 105°C). Toto mnozstvi bylo rozpusténo v destilované vode
vV odmérné banice 100 ml a doplné€no destilovanou vodou po rysku. Pozn. Pfed vlastnim
meéfenim se zasobni roztok 50x nafedi.

Kyselina sirova (H2SOas), (c = 2,5 mol/l):

Za stalého chlazeni a michani se ptida 13,3 ml 96% kyseliny sirové do 100 ml odmérné banky
se 75 ml destilované vody a doplni se po rysku destilovanou vodou.

Molybdenan amonny ((NH1)sM00O24-4H20):



Ve 25 ml odmérné bance se rozpusti 1 g molybdenanu amonného v destilované vode.
Vinan antimonylo-draselny (K(SbO)C4H40s- 0,5 H20) - piisobi jako katalyzator:
Ve 25 ml odmérné baiice se rozpusti 0,06875 g vinanu antimonylo-draselného Vv destilované
vodé.
Kyselina askorbova (CsHgOs):
V 50 ml odmérné baiice se rozpusti 0,88 g kyseliny askorbové a doplni se do 50 ml destilovanou
vodou.
Smésny roztok:
Do kadinky s 50 ml kyseliny sirové (2,5 mol/l) bylo za stadlého michani pfiddno 15 ml
ptipraveného roztoku molybdenanu amonného, 5 ml roztoku vinanu antimonylo-draselného a
30 ml roztoku kyseliny askorbové. Pro uchovani roztoku je nutné ho skladovat v chladu a tmavé
lahvi. Pak je roztok staly asi 2 mésice.
Spektrofotometrické stanoveni:

Pro spektrofotometrické stanoveni je potfeba Sest odmérnych ban€k o objemu 25 ml.
Do banék se napipetuje dané mnozstvi (postupné 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5ml) 50x ziedéné¢ho
standardniho z&sobniho roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného. Do kazdé¢ baiky se dale
piida 3,25 ml smésného roztoku. Odmérné banky se doplni destilovanou vodou po rysku a
roztok se promichd. Po 30 minutich se zmé&fi hodnoty absorbance proti slepému vzorku v 1 cm
kyvetach pti vinové délce 880 nm. Stejny postup se provede s analyzovanym vzorkem
(odmérné barika se naplni z % analyzovanou vodou, pfida se 3,25 ml smésného roztoku, baiika
se doplni analyzovanou vodou po rysku a roztok se promichd). Z kalibra¢ni ptimky se pak

nasledné urc¢i koncentrace neznamého vzorku.

Tabulka 5: Piiprava kalibragnich roztoki (POs)*.

V KH2POs (ml) ¢ (PO4)* (mg/l)  Absorbance (A=880 nm)

1,25 0,5

2,5 1

5 2

7,5 3

10 4

12,5 5
Vyhodnoceni:

Na zéaklad¢ kalibracni pfimky zjistéte obsah fosfore¢nanti ve vzorku vody. Dle obsahu

fosfore¢nanti urcete, do jaké tiidy jakosti vod patfi.



Spektrofotometrické stanoveni amonnych iontit ve voddach

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah amonnych iontii ve vodé
Chemikalie: 0,37149g chlorid amonny NH4CI
10g salicylan sodny C7HsO3Na
20 g dihydrat citronan sodny CeHsNazO7.2H.0
2,59 hydroxid sodny NaOH
0,1g nitroprusid sodny [Fe(CN)sNO]Na2.2H>0
0,2g dichlorisokyanuratan C3Cl2N3O3Na.2H>0
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmeérna banika 100 ml, 50 ml, 25 ml (10 ks)
kadinka 100 ml
pipety
tteci miska s tlouckem
vazenka
1zicka
spektrofotometr a kyvety
Postup:
Chlorid amonny (NH4Cl), zdasobni roztok standardu:

V odmérné bainice o objemu 100 ml se rozpusti V destilované vodé¢ 371,4 mg
vysusenému chloridu amonného (2 hodiny pii 105 °C). Zésobni roztok se uchovava v tmavé
lahvi a v chladu. Roztok je staly alespoit mésic. Pozn. Pro méfeni se zasobni roztok 50x natedi.
Cinidlo I

V kadince s 50 ml destilované vody se rozpusti 10 g salicylanu, 10 g citronanu a
2,5 g NaOH.

Cinidlo II:

V tieci misce se rozetie 0,1 g nitroprusidu, 0,2 g dichlorisokyanuratanu a 10 g citronanu.
Spektrofotometrické stanoveni:

Do Sesti odmérnych ban€k o objemu 25 ml se napipetuje dané mnozstvi 50x zfedéného
zasobniho roztoku standardu o zndmé koncentraci (postupné 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5 ml).
Do kazdé barnky se piida 10 kapek ¢inidla I a 1zicka ¢inidla I1. Baiiky se promichaji a doplni se
destilovanou vodou po rysku. Po 10 minutach se zmé&fi hodnoty absorbance proti slepému
vzorku v 1 cm kyvetach pii vinové délce 660 nm. Stejny postup se provede s analyzovanym

vzorkem. Z kalibra¢ni piimky se pak nasledné ur¢i koncentrace neznamého vzorku.



Tabulka 6: Piiprava kalibra¢nich roztokt (NHa)".

C(NHa4)*
V NH4CI (ml) Absorbance (A=660 nm)
(mg/l)
0,25 0,25
0,5 0,5
0,75 0,75
1 1
1,25 1,25
1,5 1,5

Vyhodnoceni:
Na zaklad¢ kalibra¢ni piimky zjistéte obsah amonnych ionti ve vzorku vody. Dle

obsahu amonnych ionti urcete, do jaké tfidy jakosti vod patii.



Spektrofotometrické stanoveni dusitanii ve voddach

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah dusitant ve vodé
Chemikalie: 0,375g dusitan sodny NaNO>

10 ml kyselina fosfore¢na H3PO4

4 g amid kyseliny sulfanilové NH2CeH4SO2NH>
0,2g NED dihydrochlorid (N-(1-naftyl)-1,2-ethylendiamin
dihydrochlorid) (C10H7.NH.CH2.CH2 .NH2.2HCI)
vzorek vody (donese student)

Pomiicky: odmérna banka 100 ml a 25 ml (8x)

pipety

vazenka

1zicka

spektrofotometr a kyvety

Postup:

Dusitan sodny (NaNQO»), zasobni roztok standardu (¢ = 0,013588 mol/l):

Ve 100 ml odmérné baiice se rozpusti 375 mg dusitanu sodného. Batika se doplni
destilovanou vodou po rysku. Roztok se uchovava v chladu a v uzaviené tmavé sklenéné 1ahvi.
Pozn. Pro méfeni se zasobni roztok 100x ztedi.

Vybarvovaci cinidlo:

Do 100 ml odmérné banky s destilovanou vodou se napipetuje 10 ml kyseliny

fosforecné. Potom se ptida 4 g amidu kyseliny sulfanilové, 0,2 g NED dihydrochloridu a doplni

se destilovanou vodou po rysku.

Spektrofotometrické stanoveni:

Do Sesti odmérnych ban€k objemu 25 ml se napipetuje postupné 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,5 ml standardniho 100x zfedéné¢ho zasobniho roztoku dusitanu sodného. Do kazdé odmérné
bariky se pak pfida 10 kapek vybarvovaciho ¢inidla. Pak se banky doplni po rysku destilovanou
vodou. Absorbance se zméti po 10 minutach proti slepému vzorku v 1 cm kyvetach pti vinové
délce 540 nm. Stejny postup se provede s analyzovanym vzorkem. Z kalibra¢ni pfimky se pak

nasledné urc¢i koncentrace neznamého vzorku.



Tabulka 7: Piiprava kalibra¢nich roztoku (NO3)".

V NaNO2 (ml) ¢ (mg/l) (NO2)" Absorbance (A=540 nm)

0,25 0,25
0,5 0,5
0,75 0,75
1 1
15 1,5
Vyhodnoceni:

Na zéklad¢ kalibraéni ptimky zjistéte obsah dusitanti ve vzorku vody. Dle obsahu

dusitant uréete, do jaké ttidy jakosti vod patfi.



Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nanit ve voddach

Ukol: Spektrofotometricky stanovte obsah dusi¢nanti ve vodé

Chemikalie: 0,4076 ¢

dusi¢nan draselny KNO3

10 ml  kyselina fosfore¢na H3PO4
1g amid kyseliny sulfanilové NH2CeHsSO2NH>
0,069 NED dihydrochlorid (N-(1-naftyl)-1,2-ethylendiamin
dihydrochlorid) (C10H7.NH.CH2.CH2 .NH2.2HCI)
praskovy zinek Zn
siran sodny NazSO4
vzorek vody (donese student)
Pomiicky: odmérna banka 100 ml, 25 ml
kadinka
pipety

tfeci miska s tlou¢kem

spektrofotometr a kyvety

Postup:

Dusicnan draselny (KNO3), zdsobni roztok standardu:

Ve 100 ml odmérné bance se rozpusti v destilované vodé 0,4076 g dusi¢nanu draselného

a doplni destilovanou vodou po rysku. Pozn. Pro méfeni musi byt zasobni roztok 10x natedén.

Vybarvovaci cinidlo:

Do odmérné banky o objemu 25 ml s destilovanou vodou se napipetuje 10 ml kyseliny

fosforecné. Dale se pfida 1 g amidu kyseliny sulfanilové a 0,05 g NED dihydrochloridu. Baiika

se doplni destilovanou vodou po rysku.

Redukcni cinidlo:

K redukci dusi¢nant na dusitany se pouZzije praskovy zinek. Zinek je potieba natedit
s inertni latkou, nebot’ pfi redukci zinkem vznikd velké mnoZstvi vodiku. Dochéazelo by tak

k chybam v méfeni. Zinek se nafedi siranem sodnym v poméru 1:20 a sm¢és dokonale rozetie

V tfeci misce.



Spektrofotometrické stanoveni:

Do sesti odmérnych ban€k objemu 25 ml se napipetuje 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; ml zasobniho
10x zfedéné¢ho roztoku dusi¢nanu draselného. Do kazdé banky se poté napipetuje
0,5 ml kyseliny fosfore¢né. Potom se piida 10 kapek vybarvovaciho ¢inidla a malé mnozstvi
(malou 1zi¢ku) praS8kového zinku nafedéného siranem sodnym. Odmérné barky se doplni
destilovanou vodou po rysku a 10 minut se reak¢éni smés necha reagovat. Absorbance se méfi
v 1 cm kyvetach proti slepému vzorku pii vinové délce 540 nm. Stejny postup se provede
s analyzovanym vzorkem. Z kalibra¢ni pfimky se pak nasledné urci koncentrace neznamého

vzorku.

Tabulka 8: Priprava kalibra¢nich roztokt (NO3z)".

V KNOs (ml) ¢ (NOs) (mg/l)  Absorbance (A=540 nm)

0,5 4

1 8

2 16

3 24

4 32

5 40
Vyhodnoceni:

Na zaklad¢ kalibracni piimky zjistéte obsah dusi¢nanti ve vzorku vody. Dle obsahu

dusi¢nant urcete, do jaké tfidy jakosti vod patii.



