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Pracovni ukol

Vytvoite 2 kalibra¢ni Fady pro stanoveni Sestimocného SO, a to v rozsahu koncentraci
5-40 mg/l (po 5 mg/l).
Na zakladé absorpcni kiivky SO, urcete vhodnou vinovou délku (1) s maximalni
absorbanci (Anax) pro kalibraci s kalibra¢nim roztokem 0 stfedni hodnoté koncentrace (tj. pro
prvni kalibra¢ni fadu tj. 20 mg/l) jako ,,blank* pouzZijte roztok s koncentraci 0,0 mg/I (tj. jen
destilovana voda s pfidanymi ¢inidly). Absorbanci proméite v rozmezi vlnovych délek od
400 nm do 440 nm (po 10 nm tj. A = 400; 410; 420; 430 a 440 nm). V programu Microsoft
Office Excel vytvoite absorpéni kfivku SO;.
Proved'te kalibraci prFistroje pro koncentraéni rozsah SO, 5-40 mg/l, pficemz piimky
neprochazi pocatkem!!!
Na zaklad¢ kalibrace stanovte koncentraci SO, Vv pitné a povrchové vodé.
Na zakladé kalibrace stanovte koncentraci SO, v modelovém vzorku, ktery si sami
ptipravite podle zadané hodnoty vedoucim cviceni. Na zdkladé zméfené hodnoty vypoctéte
chybu méreni.
V programu Microsoft Office Excel vytvoite kalibraéni pfimku na zdklad¢ zjisténych
hodnot absorbance (A) a ptimkou proloZte linearni regresi, v grafu proto bude uvedena i
rovnice primky.
V zavéru proved'te diskusi, zda jste spravné provedli kalibraci pfistroje pro stanoveni SOy
(viz statistické Udaji kalibracni pfimky); rovnéZ stanovite chybu méfeni pro modelovy
vzorek. Hodnotu realného vzorku posud’te podle platné legislativy!!
V protokolu musi byt uvedeny veskeré vypocty pro piipravu jednotlivych roztokt a oba grafy.
Reagencie:
Klimatizacni cinidlo:
V' 1 000 ml odmérné batice se smicha 30 ml konc. HCI (POZOR ZIRAVINA), 300 ml
destilované vody, 100 ml 95% ethanolu, 75 g NaCl a 50 ml glycerolu a promicha se.
NEDOPLNUJTE NA OBJEM 1000 ml!!!
Chlorid barnaty, BaCl,, krystalky o zrnitosti 20 - 30 mm.
Zasobni roztok siranu 0 koncentraci 1000 mg/I:
V odmérné banice o objemu 1000 ml se rozpusti 1,7426 g bezvodého K,SO4
v destilované vodé a doplni se destilovanou vodou po zna¢ku. (Slouzi PRIMO pro
ptipravu KALIBRACNICH ROZTOKU!!!!).
Modelovy vzorek s danym obsahem SO, student si pfipravi sam z pracovniho roztoku.
Pfislusna koncentrace bude zadana vedoucim cviceni (vypocet uvést v protokolu).
Vzorek pitné vody — dostupny na J218, ptipadné si miize student donést vlastni vzorek.
Pozor, odbér vzorku nesmi byt starsi 24 h!!!!
Sorpcni kolona s aktivovanym sorbentem
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Teorie a princip

Ultrafialova (UV) a viditelna (Vis) spektrometrie patii mezi fyzikalné chemické instrumentalni
metody analyzy. Podstatou UV a Vis spektrometrie je absorpce UV a Vis zafeni (200 - 800 nm)
zfedénymi roztoky. Pii absorpci dochazi k excitaci valencnich elektront.. Tato spektra proto
nazyvame elektronova a spektrometrii elektronovou spektrometrii. Nejnaro¢néjsi jsou piechody
mezi elektronovymi energetickymi hladinami. K témto pfechodiim dochézi pti absorpci UV
(190 az 400 nm) a Vis zafeni (400 az 800 nm).
Absorpéni spektralni analyza v UV a Vis oblasti se mize rozdélit na nékolik ¢asti, podle
vyuziti ptistrojové techniky:

e Spektrofotometrie (UV, Vis oblast);

e Fotometrie (Vis oblast);

e Kolorimetrie (Vis oblast).
Spektrofotometrie je zaloZena na interakci mezi elektromagnetickym zafenim a molekulou
stanovované latky, kterou dané elektromagnetické zareni proslo. Pokud méfenad latka je schopna
absorbovat elektromagnetické zafeni, bude se prosly tok lisit od vstupniho. Ukolem
spektrofotometrie je studovat, pii jakych vinovych délkéch a k jak intenzivnimu pohlceni doslo.
Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zateni pouze urcitych vlnovych délek.
Je to dano tim, Ze mohou existovat jen v urcitych kvantovych stavech, které se 1i§i obsahem
energie. Jestlize ma molekula prejit ze stavu s niz$i energii do stavu s energii vyS$Si musi
absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd pravé odpovida rozdilu energii mezi energetickymi
hladinami Ep a Eq obou kvantovych stavii podle Planckovy podminky:

AE=E,~E,=h-p="°
2

kde je:
c rychlost svétla,
A vinova délka,

h Planckova konstanta (6,626.103 J/s):

Podle konvence je excitovania hladina oznacovdna indexem p (horni hladina), zdkladnim
indexem q (spodni hladina).

Absorpce zareni se méri na pfistrojich, které se nazyvaji absorpéni spektrofotometry.
Spektrofotometr je jen jednopaprskovy a méfi jen vystupujici tok zafeni. Proto je tfeba provést
dvé meteni, kdy vedle méfeni vlastniho vzorku ®, mérite jeSté slepy (srovnavaci pokus) @,
u kterého nedochazi k absorpci (tzn. prosly tok @ je stejny jako dopadajici tok dy).

Pfi absorpénim méfeni se pro stanovenou vinovou délku porovnévéa tok zareni @ prosly
mérnou kyvetou s tokem zateni @,, proslym kyvetou s Cistym rozpoustédlem nebo slepym
pokusem. Vstupujici tok zéafeni ®,, jehoz hodnota neni pro méfeni vyznamna, je vzdy
absolutné vyssi o podil odrazeného nebo rozptyleného zareni ®a.
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Na spektrofotometru mitizete odecCist i ABSORBANCI A, tedy zaporné vzaty logaritmus

propustnosti:

D,
A = —logT = log (;)

Zavislost propustnosti ¢i absorbance na vlnové délce se nazyva absorpéni spektrum.
Absorpcni spektrum je tvofeno absorpénimi pasy. Molekulova neboli pasova spektra se
skladaji s velmi mnoha blizko sebe umisténych car, které splyvaji v pasy.
Kvantitativni analyza je zaloZzena na Labertové-Beerové zakoné, podle kterého je hodnota
absorbance A pii vinové délce A piimo imérna latkové koncentraci ¢. Lambert-Beertv zakon plati
pro monochromatické zafeni a pro nizké koncentrace, Fadové mensi nez 10% mol/l.
Nejjednodussim oveérenim platnosti tohoto zakona je proméfeni zavislosti absorbance na rizné
koncentrace nekolika kalibracnich roztokl pfi stejné vinové délce a ve stejné kyveté. Vysledna
zavislost musi byt ptimkova a nazyvame ji kalibra¢ni kiivkou.
Absorpcni spektrofotometr se skladé ze 4 zdkladnich Casti (viz obrazek €. 1):

1.  Zdroj — pro Vis oblast je to wolframova nebo halogenova Zarovka.

2. Monochromator — tvofeny vstupni a vystupni Stérbinou, zrcadlovou nebo ¢ockovou

soustavou a rozkladnym prvkem (hranol nebo reflexni mtizka).
3. Absorp¢ni prostiedi — kyveta s mérnym nebo srovnavacim prostiedim.
4.  Detekéni systém — fotoelektricky detektor zéateni a elektronické zafizeni na
zpracovani jeho odezvy.

Ze zdroje vychazi svazek polychromatického zafeni na vstupni Stérbinu monochroméatoru. Po
rozkladu se nata¢enim rozkladného prvku postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické obrazy
zafeni s charakteristickym intervalem vinovych délek vstupni $térbinou na Stérbinu vystupni.
Stfedni hodnota tohoto intervalu je zvolend vlnova délka. Je nutné vybrat takovou vinovou délku,
pfi niz latka siln€ absorbuje. Po prichodu absorpénim prostfedim dopadd monochromatické
zareni na fotoelektricky detektor. Signal z detektoru se zpracovéava v zesilovaci a jeho vystup se
zobrazi na Cislicovém displeji.
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Obrazek ¢. 1: SloZeni absorpéniho spektrofotometru

Siranovy ion lze ptevést na suspenzi siranu barnatého. Vysledny zakal je pak uréen pomoci
spektrofotometrického stanoveni na zakladé vytvorené kalibracni piimky. Pokud je vzorek
zakalen nebo zabarven, spektrofotometrické stanoveni nelze pouzit, protoze je zatiZeno
chybou méfeni.

Metoda stanoveni koncentrace sirant je pouzitelnd pro pitnou a povrchovou vodu, ale také
domaci a pramyslové odpady. Metoda je vhodna pro vSechny koncentraéni rozsahy sirant
Vv koncentracnim rozsahu, ktery nepfesahuje koncentraci 40 mg SO./1. minimalni
detekovatelna hodnota koncentrace SO4 ve vodach je 1 mg/l.

Postup
Ukol & 1: Piiprava kalibraéni ¥ady SO, v koncentraénim rozmezi 5-40 mg/|

1. Pro piipravu kalibraéni fady pouzijte PRIMO ZASOBNI ROZTOK O KONENTRACI
100 mg/I!!! Vypoditejte si objemy (Vzr), které mate odpipetovat ze zasobniho roztoku
pro zadanou kalibraé¢ni Fadu tj. o koncentraci 0,0 mg/l; 5 mg/l; 10 mg/l; 15 mg/l; 20
mg/l, 25 mg/l, 30 mg/l, 35 mg/l a 40 mg/Il. Pro vypocet pouzijte nasledujici rovnici:

Ver * Per =Viw  Prr 1)
kde je:
Vpr  pipetovany objem pracovniho roztoku ml (chceme vypocitat, bude se pipetovat);
per  koncentrace zasobniho roztoku mg/l (per =100 mg/l);
Vkr  koneény objem kalibra¢niho roztoku ml; (spocitat na objem, Vxg=50 ml)
PR koncentrace kalibra¢niho roztoku mg/l(v nasem piipadeé tj. postupné 0,0-40,0 mg/l).

Vypocet pro pripravu kalibra¢niho roztoku o koncentraci 5 mg/l:

Tabulka €. 1: Kalibra¢ni fada v koncentra¢nim rozsahu SO4 0,0-40 mg/I

PKR Vpr
mg/l ml
0,0

5

10
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Ukol &. 2: Vznik zakalu siranu barnatého

1. Do odmérné baiky o objemu 100 ml odpipetujte vypoétené mnozstvi pro prislusné
koncentrace vypoctené, viz ukol ¢. 1. Pro SLEPE STANOVENI tzv. BLANK se misto
S04 pouzije jen destilovand voda a ¢inidla!!!! doplnime po rysku destilovanou vodou na
objem 100 ml. Pak se pfida 5,0 ml klimatiza¢niho ¢inidla (¢inidlo 1) a promichame. Takto
upravené roztoky pielijeme do malych Ehrlenmayerovych banék a dame michat na
magnetickou michacku po dobu 4 min.. Béhem michani se ptida k michajicimu se roztoku
do kazdého vzorku 2 odmérné 1zi¢ky chloridu barnatého (BaCly) a dobie rozpustime.
Vzorek se méii po 5 min. jako zakal.

Ukol &. 3: Volba vhodné vinové délky pro kalibraci

1. Z ptipravené kalibra¢ni fady (po 4 min. michani) vyberte kalibra¢ni roztok o koncentraci
0 mg/l (bude ,,blank*) a 20 mg/l SO, a proméite absorbanci p¥i vinovych délkach od
400 do 440 nm (postupné po 10 nm) v malé kulaté kyveté. Vzorek se méfi po 5 min. jako
zékal. Viz tkol €. 2.

2. Vyberte vinovou délku, p¥i které ma kalibraéni roztok o koncentraci 20 mg/I|
NEJVYSSi ABSORBANCI. Tuto maximélni vinové délky (Amax) pouZijte pro dalgi
vlastni méfeni kalibraéni kiivky a stanoveni SO4 ve vzorcich.

Tabulka ¢. 2: Volba vhodné vinové délky pro kalibraci SO, v koncentra¢nim rozsahu 5 — 40 mg/I

A
nm

400
410
420
430
440

Absorbance

Ukol ¢&. 4: Kalibrace spektrofotometru pro stanoveni SO,

1. Postupné (od nejmensiho obsahu SOy tj. 5-40 mg/l) budete nalévat kalibra¢ni roztoky do
malé kulaté kyvety (vzdy vicko zaSroubujte a prelestéte Cistym hadiikem, aby byla kyveta
dokonale prihledna a nebyla tak zkreslena absorbance méfen¢ho roztoku) avkladat do
spektrofotometru, kde budete prométovat kalibracni roztoky pii vinové délce, kterou jste Si
urcili v ukolu €. 3. Nejdiive vzdy pred méfenim proplachnéte kyvetu kalibracnim roztokem,
ktery budete méfit. Kyvetu staci naplnit do ¥%. Vzorek se méti po 5 min. jako zakal.

2. Pro vynulovani spektrofotometru pouZzijte slepy pokus tzv. blank (tj. destilovana voda +
vSechna pouzita ¢inidla!!!!)
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Namétené hodnoty zapiste do Tabulky €. 3.
4. Z namétenych hodnot koncentrace SO, (0osa x) a absorbance (osa y) vytvoite pomoci
programu Microsoft Excel graf kalibra¢ni primky, a to véetné jejich statistickych
parametrii.
Tabulka ¢. 3: Naméfené hodnoty absorbance a koncentrace SO, pti A=DOPLNIT nm
e Mo/l Absorbance
5
10
15
20
25
30
35
40

Ukol &. 5: Uprava zrnitostni t¥idy, sorpce siranu

1. Pomoci pfiloZenych sit vytvoite jednotlivé zrnitostni tiidy (0-0,5; 0,5-1; 1-2) pro kazdy
aktivovany sorbent (HCIl a NaOH) hydratovaného kalcium silikatu.

2. Zrnitostné upravené sorbenty navazte na predvazkach na 35 g, 75 g a 100 g a nasypte do
ptipravenych filtra¢nich kolon.

3. Pres takto ptipravené filtraéni kolony prolivejte modelovy roztok siranu (1000 mg/1). Pro
navazku 35 g prolivejte 1750 ml roztoku, pro 75 g navazku 3750 ml roztoku a pro 100 g
navazku 5000 ml roztoku. Roztoky zachytavame do suché kadinky.

Ukol &. 6: Stanoveni SO, V roztoku dané koncentrace a vypo&et chyby méFeni

=

Budete pouzivat kalibra¢ni pfimku, kterou jste si proméfili.

2. Dle zadané koncentrace si do 100 ml odmérné bainiky odpipetuje vzdy 1 ml zachycené
vody s obsahem SO, a doplnite odmérnou bariku destilovanou vodou po rysku. Prelejeme
do Ehrlenmayerovych ban¢k a pokracujeme podle ukolu ¢. 2. (tj. 5,0 ml klimatiza¢niho
¢inidla, ptidavek 2 odmérnych 1zicek BaCl, a michat 4 min. na magnetické michacce).

3. Méfeni provedete celkem 3x (tj. pFipravi se 3 roztoky z kazdé koncentrace a

navazky!!!). Pro vypocet chyby méfeni pouzijete primérnou hodnotu. Slepy pokus

pouzijte z ukolu ¢. 2.

Tabulka ¢. 4: Hodnoty absorbance a koncentrace SO, pti A=DOPLNIT nm

psos Mg/l
HCI 1M HCI 5M
Navazka 359 759 100 g 359 7549 100 g
1
2
3
Prumér
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Psos Mg/l
NaOH 1M NaOH 5M
Navazka 359 759 100 g 359 7549 100 g
1
2
3
Prumér

Vypocet chyby méreni

Jediné méfeni k odhadu chyby nesta¢i — neni s ¢im srovnavat!! Je proto tieba méfit vicekrat.
Ukolem teorie chyb je tedy na zaklad& souboru méfeni najit ,,nejlepsi odhad xo skute¢né hodnoty
x métené veli¢iny X (v podstaté takovy, aby rozptyl hodnot byl nejmensi) a urcit jak presny tento
odhad je, tj. stanovit absolutni chybu &xg. Tato chyba neni odchylkou od skuteéné hodnoty, ale
charakterizuje velikost intervalu, v némz muiZeme né&jakou dohodnutou pravdépodobnosti
o¢ekavat, ze bude skute¢na hodnota lezet. Standardné se voli pravdépodobnost vyskytu skutecné
hodnoty v intervalu (Xo-8Xo; Xg+0Xg) rovna 0,683.

Vysledek pak uvadime ve tvaru

X=Xg£0Xo.

Kvalitu méfeni pak hodnotime bud’ pomoci této absolutni chyby, nebo cast&ji pomoci chyby
relativni, definované jako podil absolutni chyby a odhadované hodnoty:

Ukol ¢&. 7: Stanoveni SO, V realném vzorku vody tj. pitna a povrchova voda

1.
2.

Budete pouZzivat kalibra¢ni pfimku, kterou jste si proméfili.

Realnym vzorkem naplnime odmérnou baitkku o objemu 100 ml cca do %. pak se piida
5,0 ml klimatiza¢niho c¢inidla a nechdme vzorek michat po dobu 4 min. na magnetické
michacce. Pak piidame a rozpustime 2 odmémé lzicky BaCl, a pomoci vytvorené
kalibra¢ni pfimky proméfime takto upraveny vzorek pitné a povrchové vody.

Nameétené hodnoty siranu a jejich absorbance ve vzorcich vody zapiste do Tabulky €. 5.

Tabulka ¢&. 5: Hodnoty absorbance a koncentrace SO, ve vzorcich vody pti A=DOPLNIT nm

Psoa

Vzorek Absorbance
mg/Il

Povrchova voda (upiesnit lokalitu)

Zaver: Odpovéd na odstavec pracovni ukol a komentadt k naméfenym hodnotam.
K protokolu pfilozte graf zavislosti absorbance a stanovené koncentrace kalibrac¢nich
roztokli orthofosfore¢nanti — kalibra¢ni pfimku, véetné jejich statistickych parametrt.




