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Prehled metod

Volumetrie

Titrace acidobazické (neutralizacni)

Titrace srazeci (vznik malo rozpustnych produktii)

Titrace chelatometrické (vznik malo disociovanych komplexii)
Titrace redoxni (prenos elektronii; oxidimetrie a redutometrie)

Gravimetrie
Kolorimetrie

Ultrafialova a viditelna spektrometrie (UV/VIS)



R,

Volumetrie

Predpoklad stanoveni analytu — kvantitativni (a dostatecné rychla)

stechiometrické reakce ¢inidla s analytem
Stanoveni obsahu analytu ze zméreného objemu titracniho ¢inidla o

znamé koncentraci )

stojan
« Pro koncentrace od 103 mol/]
- Titrace za pomoci byrety; automatické titratory v
aA+bB —» c¢cC+dD
klema
A . ...stanovovana latka, ¢ é ~
B....titra¢ni ¢inidlo, kohout
a.... pocet molu stanovované latky,
b.... pofet molul titra¢niho ¢inidla.
L ey
By = < titracni
n a M A barika
ng b C )

H = V O i . v__7
A A "4 Titracnl aparatura
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Volumetrie

« Bod ekvivalence - spotfebované 14007
mnozstvi titraéniho ¢inidla odpovida 1200]
mnozstvi analytu 1000,

» Vhodna indikace bodu ekvivalence —
nejcéasteji pouziti vizualnich indikatort
(barevna zmeéna roztoku) nebo
potenciometrické  meéreni (napr. 400+
mereni pH) 200-

- Titracni krivka — zavislost sledované 000 . | . . |

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Vl&}stnosti .(naplv". pIﬁI). na objemu Volume NaOH (L)
prldaneho tltracnlho Clnldla Acid-base titration curve for 25.0 mL of

. TltI‘ I‘OZtOku . pf'esné Znémé 0.100 M HCl with 0.100 M NaOH.
koncentrace titra¢niho roztoku (mol/1)

- Faktor roztoku - pomér mezi
skute¢nou a pozadovanou koncentraci

- Piresnou koncentraci roztoku Ize Priibéh titrace
pripravit pouze ze zakladnich latek

8.00

pH

<+—— Equivalence point
6.00



video/Titration Animation.3gp

R,

Volumetrie

- Zakladni latka — chemicka sloucenina, kterdA neméni hmotnost pri
navazovani — narust hmotnosti o H,O nebo CO,, (oxidace vzduSnym
kyslikem)

- Priprava odmeérného roztoku — ze zakladni latky nebo standardizaci

- Standardizace — titrace znamého mnozstvi zdkladni latky (priméarni
standard) o presné koncentraci odmérnym roztokem — urceni
presné koncentrace titracniho cinidla — titrace analytu

« Chemické indikatory — latky zpusobujici barevnou zménu roztoku
(jednobarevné nebo barevna zmeéna); acidobazické, metalochromni,
redoxni

- Funk¢éni oblast indikatoru — interval barevné zmeény indikatoru
(napt. v rozmezi pH)

- Bezindikatorova titrace — titrace barevnym titra¢nim ¢éinidlem

- Chyba titrace — bod ekvivalence nelze urcit nikdy zcela presné —
pridavani ¢inidla po kapkach, barevna zména indikatoru se nekryje
presné s bodem ekvivalence; vyhodnoceni z pribéhu titracni krivky
graficky nebo vypoc¢tem



Volumetrie

« Priprava odmérného roztoku: M0 = Clatky * Miatky * Vroztoku
(m — hmotnost v g, M — molarni hmotnost v mol/l, V — objem roztoku v 1)

- Prima titrace — titrace vzorku titra¢nim c¢inidlem

- Neprima titrace — nadbytkem cinidla se uvolni produkt, ktery
titruyjeme odmernym roztokem

- Zpétna titrace — ke vzorku se pridad znamy nadbytek cinidla, po
probéhnuti chemické reakce se zbyly nadbytek cinidla titruje
odmeérnym roztokem

- Kapalné vzorky — naredéni do definovaného objemu
- Pevné vzorky — rozpusténi do definovaného objemu

- Provedeni titrace — jedna hruba titrace na zacatku pro orientacéni
zjiSténi bodu ekvivalence; pro vypocet pouzivime priameérnou
spotrebu titracniho ¢inidla ze tfech nasledujicich opakovanich

- Pri titraci intenzivné michame titrovany roztok!



H"+ OH = H,0

Acidobazicke titrace

Acidimetrie — titrace odmérnym roztokem kyseliny
Alkalimetrie — titrace odmérnym roztokem zasady
Titraéni krivka — zavislost pH na objemu titracniho cinidla

14.00H

pH
12.007 12 : ﬁ)pK_g— 12:38
10.004 O 1
- - 10 1!’"1 PTZ/ l thymolftalein
8004 pH 10° 2j""]/ 8 enolftalein
T 8| 107 —
6 il
6.00- - l,
M
g 0 f{
4.00- 2 Qj 02 4
T /
2.00 0 05 410 15 20
a —2.12
0.00 T T T T 1 .
0 20 40 a0 a0 100 0 50 100 150
Volume NaOH (mL) V(T), ml

Titracni kiivka titrace silné kyseliny silnou zasadou Titrace vicesytné kyseliny (H,PO,)



Acidobazicke titrace

Acidimetrie

« Odmeérné roztoky HCI, H,SO,, HCIO, o koncentraci 0,1-1 mol/I

« HCI - uvolnuje plynny HCl; H,SO, — pfijiméa vlhkost ze vzduchu
« Zakladni latky — Na,CO, (vysuSeny pri 300°C), KHCO,, NaHCO,
- Titrace na methyloranz

o Standardizace roztoku HCIl na Na,CO,:
Na,CO,, + 2HCl - 2NaCl + CO, + H20

Alkalimetrie

« Odmérny roztok NaOH, KOH o koncentraci 0,1-1 mol/I

« NaOH - prijima H,O i CO,, ze vzduchu — standardizace roztoku
- Zakladni latky — kyselina stavelova, benzoova, salicylova


video/Practical skills assessment video - titration calculations.mp4

Acidobazickeé titrace

Acidobazické indikatory — organické kyseliny nebo zasady
Funk¢ni oblast indikatoru: Hind == H' + Ind pH ~ pKpa=t 1

Vizualni detekce — premeéna 10% dvoubarevného indikatoru; u
jednobarevnych indikatoru je zbarveni zavislé na jejich koncentraci

Alkalimetricka titrace na fenolftalein

Indicator Acid Color Base Color pH Range 14.09

cresol red red yellow 0.2-1.8 12:: |

thymol blue red yellow 1.2-2.8 Phenolphthalsin
bromophenaol blue yellow blue 3.0-46 z 8.0 Bromothymol blue
methyl orange red orange 3.1-44 6.0

Congo red blue red 3.0-5.0 4.0

bromocresol green yellow blue 3854 2.0

methyl red red yellow 4.2-6.3 0.0 : : : : : : |
bromocresol purple yellow purple L.2-6.8 0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
litmus red blue 5.0-8.0 Volume of titrant

bromothymol blue yellow blue 6.0-7.6 Titration curve for 50.00 mL of 0.100 M

phenol red yellow red 6.8-8.4 . )

cresol red yellow red 2788 CH;COOH with 0.100 M NaOH showing the
thymol blue yellow blue 8.0-9.6 range of pHs and volumes of titrant over
phenolphthalein celorless red 8.3-10.0 which the indicators bromothymol blue and
alizarin yellow R yellow orange/red 10.1-12.0 phEﬂD'Dhthﬁ'Eiﬂ are E"HDE"E[Ed to 'EhEH'IgE'

color.


video/Titration Using Phenolphthalein.mp4
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Acidobazickeé titrace

Titrace kyseliny octové odmérnym roztokem NaOH

’ v ’ / .
- Vypocet stanoveni v pevném vzorku: Data for Titration of 50.0 mL of
' _ . ; 0.100 M Acetic Acid with 0.100 M
o vy Y(A)-c(A)-Me(X)-zfed. 100 NaOH

;({X] = T T Volume of NaOH
nav. (mL) pH
m je hmotnost stanovované slozky X v gramech 0.00 2.88
y ) . . 5.00 3.81
V(A) spotreba odmémého roztoku v litrech 10.00 4.16
, N o . R 15.00 4.39
c(A) presnda moldrni koncentrace odmérného roztoku v mol.| 20.00 458
. —— ‘ e | 25.00 4.76
Me(X) molarni hmotnost ekvivalentu stanovované slozky X v g.mol 20,00 401
zied. - zfedéni stanovované slozky jz'gg ;;z
nav. (naviazka) predstavuje navazku vzorku pouzitou pro stanoveni 45.00 571
48.00 6.14
|» ‘ lk. l' A .',sl,.; ~t ont 14 k e l l l ani . 2473 ~ Y| £0.00 8.73
< alkalimetrickému stanoveni octové kyseliny bylo navazeno 1,2437 g vzorku a po 0 00 1129
ztedeni byl vzorek doplnén v odmeérné bance na 100,00 ml. Do titraéni banky bylo 55.00 11.68
odpipetovano 20,00 ml tohoto roztoku a pfi titraci se spotfebovalo 23,05 ml hydroxid Eg-gg :;?g
0 koncentract ¢(NaOH) = 0,0955 mol.I"". Kolik procent kyseliny octové obsahuje 70.00 12.22
vzorek? M(CH;COOH) = 60,04 g.mol.”’ 7500 1230
: - 80.00 12.36

305-0.09550 - I
. ~0,02305-0,09550-60,04-5-100 __ or o
%(CH,COOH) = = 53,13 00 241
’ 1,2437 ' '

s 95.00 12.49

100.00 12.52
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Srazeci titrace

- Predpoklad — dostatecné rychly vznik srazeniny analytu s titra¢nim
¢inidlem

Argentometricka titrace

- Titrace roztokem AgNO,, vznik malo rozpustnych halogenidi Ag;
naopak stanoveni Ag titraci roztokem NaCl

- Stanoveni Ag, Cl-, Br-, I, SCN-
* Roztok AgNO, o koncentraci 0,01 — 0,1 mol/l )
o Zakladni latka — NaCl (vysuSeni 120°C) PRl PRSI

10 4

PK (AgBr) = 12,31 ’/é.rt

pK (AgCl) = 9.75 %/‘

rrrrrrr

« Velmi nizké souéiny rozpustnosti srazenin

nN = (o)) 8]
1 i 1

V (ml)
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7 v s . Analyte Titrant® End PointP
Srazeci titrace .
Br- AgNO; Mohr or Fajans
v , . .o AgNO;, KSCN Volhard
Urceni bodu ekvivalence v argentometrii = AgO, Mohr or Fajans
AgNOs, KSCN Volhard®
¢ MOhrova metOda CDy% AgNO;, KSCN Volhard®
Cro> Ag Ag,Cro, C,04% AgNO;, KSCN Volhard*
CrOs* AgNOs, KSCN Volhard®
- AgNO; Fajans
AgNO;, KSCN Volhard
PO AgNO;, KSCN Volhard®

‘ 5+ AgNOs, KSCN Volhard®
S5CN- AQNO;, KSCN Volhard

Indikace K,CrO, — po vysrazeni halogenidu se srazi Ag,CrO,
« Volhardova metoda

CNS
FEY e [F €(H,0) ,(SCN)]2

:32 \-t- -/./' \‘

Titrace Ag roztokem NH,SCN s indikaci vznikem Zelezité soli

- Fajansova metoda — pouziti adsorpcnich indikatori (fluorescein, eosin)
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Komplexometricke titrace

- Predpoklad — vznik stabilnich komplexnich sloucenin

Chelatometrie

- Titrace chelatony: chelaton | - kyselina nitrilotrioctova
chelaton Il - ethylendiamintetraoctova kyselina
chelaton Il - disodna sul ethylendiamintetraoctové kys.
chelaton IV - cyklohexan 1,2 diamintetraoctova kyselina

. 5 NaOOCH,C _ CH;COCH
» Chelaton reaguje s analytem v poméru 1:1 N —CHyCH,-N
HOOCH,C CH,COONa
° Chelaton IIIo koncentraCi 0,01 — 0,05 mOI/l chelaton Ill (EDTA)

- Stabilita chelatu zavisla na pH

« Zakladni latky — Cisté kovy (Cu, Zn) nebo soli (CaCO,, PbCl,)

- Jednobarevné indikatory — KSCN, sulfosalicylova kyselina
Ind-+ M = komplex

- Metalochromni indikatory (organicka barviva) — murexid,
eriochromova cern T
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Komplexometricke titrace

murexid eriochromova ¢ernn T

)

pri pH < 6 Cervenofialovy, pii pH > 6 modrofialovy pri pH < 6 ¢erveny, do pH 11 modry
pri pH > 11,5 Zlutooranzovy

Merkurimetrie

- Titrace roztokem Hg(NO.,), Hg? + 2 X- — HgX,

- Tvorba malo disociovanych, dobre rozpustnych sloucenin Hg>* s CI,
Br-, CN-, SCN-

Zakladni latka — NaCl
Indikator — nitroprusid sodny, difenylkarbazid
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Redoxni titrace

- Oxidaéni ¢inidlo — latka prijima elektrony a tim se redukuje
Redukéni ¢inidlo — latka odevzdava elektrony a tim se oxiduje

Stejna latka muze byt v jedné redoxni reakci oxida¢nim cinidlem, v
jiné redukénim éinidlem.
Ox + ne- |~| Red
oxidac¢ni ¢inidlo redukéni ¢inidlo

- Za béznych podminek se elektrony nemohou vyskytovat ve volném
stavu, oxidace a redukce vzdy probihaji souéasné

Ox1 + Red2 |~| Ox2 + Red1

« Oxidimetrické 1 reduktometrické titrace — pridavkem odmeérného
roztoku se meéni pomeér oxidované a redukované formy analytu

« Oxidac¢ni ¢inidla: KMnO,, K,Cr,0., KBrO,, I,, Ce#*

« Reduk¢ni ¢inidla: soli Ti3*, Cr2+, Fe2*, Sn2*
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Redoxni titrace

Manganometrie
« Titrace roztokem KMnO, o koncentraci 0,002 — 0,1 mol/l
MnO,” + 8H* + 5¢” [<| Mn**+4H,0

- Zakladni latky — kyselina Stavelova, Stavelan sodny
- Stanoveni kyseliny stavelové, Stavelanu, siri¢itanti, dusitani, jodidi,
peroxidi, H,O,, soli Sn, Sb, As ...

Stanoveni Zeleza a jeho soli
- Vprostredi H,SO,, s autoindikaci manganistanem
« Zelezné piliny se rozpusti ve zfedéne H,SO, a
titruji manganistanem

5Fe** + MnO,” + 8H* — 5Fe3* + Mn** + 4H,0

Autoindikace bodu ekvivalence v kyselém prostiedi
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Redoxni titrace

Jodometrie L, +2e |<] 2
« Odmérny roztok — roztok jodu o koncentraci 0,01 — 0,1 mol/l
v prostredi KI

- Titrace v rozmezi pH = 0-8 (kysela a slabé zasadita oblast)

- Bod ekvivalence je indikovan prvni prebyte¢nou kapkou roztoku jodu
(Zlutohnédé zbarveni) nebo modrym zbarvenim slouceniny I, se
Skrobem

« Zakladni latky - resublimovany jod, As,O,, K,CrO,, KBrO,, KIO,
- Stanoveni formaldehydu, Cl,, Br,, H,O,, soli As, Sb, Sn, Fe, %, SO,*,
ClO,, BrO,, 10,", MnO,

o

«

Adsorp¢ni
sloucenina
amylozy




s o

Pouziti titraci v potravinarske chemii

- Argentometrické stanoveni obsahu soli v potravinach

- Jodometrické stanoveni vody v potravinach (podle Karl Fishera)
- Stanoveni sirié¢itani a kyselin ve viné

- Stanoveni kyseliny citronové v napojich

- Stanoveni kyseliny octové v octu

- Stanoveni kyseliny Stavelové ve Spenatu

 Stanoveni vitaminu C
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Gravimetrie

- Metoda zaloZzena na kvantitativnim vylouceni stanovované slozky ve
formé malo rozpustné slouceniny (tzv. vylucovaci forma), ktera se
prevede suSenim nebo zihanim na slouceninu definovaného slozeni
(tzv. vazitelna forma)

suleni Zihani

BaSO; — BaSO;, Fe(OH); — Fe;04

- Gravimetricky faktor:

£ .. By M, = f,

m, n, -M’H

m

miy .... hledana hmotnost stanovované latky v gramech,

m, ... hmotnost viZitelné formy stanovované latky v gramech,

M, .... molarni hmotnost stanovované latky v g.mol ™,

My ... molarni hmotnost vaZitelne formy stanovované latky v g.mol ™",

fo .... 1zv. stechiometricky pfepocitdvaci gravimetricky faktor, kiery uddva hmotnost
stanovované slozky v gramech odpovidajici 1 g vazitelné formy.
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Gravimetrie

Srazeni
- Pomalé pridavani srazeciho ¢inidla do zredéného roztoku vzorku za
michani (+ aprava pH, teplota roztoku ...)

- VétSinou za horka - wvznik 1épe filtrovatelné srazeniny
(+rekrystalizace v matecném louhu)

FiltraCni aparatura a skladani filtru

.. tyédinka
stojan
.. kddinka nebo jina nadobka ,
s filtrovanym roztokem ESmmeeRL B
.. filtr | '11 . | /]
. filtraéni ndlevka N | o g
kddinka nebo jind nddobka pro
jimani filtratu > —
7 ... filtrdt AN

W ) -

Lo

Priprava  klasickeho™ filtru Priprava skladaného filtru
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Gravimetrie

Filtrace a promyvani

- Papirové kvantitativni filtry (nizky obsah popeloviny), filtraéni
kelimky s fritou

- Promyvani sraZeniny destilovanou vodou, dekantace
Suseni a zZihani

« Prevedeni na vazitelnou formu, do konstantni hmotnosti
 SuSeni srazeniny na 100-120°C, chladnuti v exikatoru

- SusSeni a spalovani filtru v kelimku, zihani zuhelnaté€lého zbytku nad
kahanem nebo v peci

\ M Vent

Crucible

Zihaci keliraek }
~/ Rubber , ‘

adapter | ',\
L #_f’ \

R Rubber hose "f \
‘\ ,"l Trap \.

/ U
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Gravimetrie

Stechiometrické vypocty v gravimetrii

. Stanoveni analytu ve vaZitelné formé sloudeniny : 7« = ", - f,

Procentovy obsah stanovované latky (wy) v navazce vzorku (m,)

m._ . .o
w, = —gﬁ - 100 [%] m, .... navazka vzorku v gramech
m,
v/ /’ rl_[ II FE' 2
o Priprava Fe O, — stanoveni Fe: X = e - =
£ 2223 1
", R g0,
mF{ B 2 J"‘IPE
M re.0, I Mg, o
Mg, = — Fe,0, f: Mg, o,
Mg, o | :

y:

. = 06994 -mp, ,


video/Srážecí reakce 2 Gravimetrie.3gp
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Gravimetrie

- Jednoducha vazkova analyza — stanoveni susSiny, popeloviny

- Stanoveni Skrobu, pentosanti, pektinu, sterolt, tuki, ligninu,
glycerolu, kys. mravenci, citronové ...

Stanovovana komponenta Vazitelna forma Gravimetricky faktor
Ag AgCl 0,7526
Ag AgBr 0.5745
Al Al O 0,5293
Al Al(CsHNO); 0,0587
Ba BaSO; 00,5884
Ba BaCO; 0,6959
Ca CaSO;, 0,2944
Ca CaC,0,.H,O 0.2743
Cl AgCl 0,2474
Cu CuO 0.7989
Fe Fe,O; 0.6994
Fe Fe(CylIgNO); 0.1144
K K>SO, 0,4487
K KCl 0.5244
Mg Mg,P-0; 0,2184
Mg Mg(CoHNO),.2H,0 0.0697
Na NaCl 0.3934
Ni Ni(HL), 0,2032
P>Os Mg.P,0, 0.6378
S BaSO; 0,1374
SO, BaSO; 04116
Th Th(CyHNO), 0,2869

/Zn /1 P,0 0.4292
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lon Srazedlo Srazeci forma Teplota suseni Vazena forma
resp. zihani

Ag’ HCI AgCl 130 AgCl

A" NH,OH Al(OH); 1 000 AL O;
8-chinolinol AN(CgHsON)3 130 Al(CyHsON);

Ba” H,>S 0Oy BaSO, 700 BaSO,
(NH4),CrO, BaCrO, | 550 BaCrO,

Bi’" (NH3),HPOy4 BiPO, 800 BiPO,
8-chinolinol Bi(CoH¢ON);.H,O 130 Bi(Col1,ON);

Ca” (NH4)2C204 CaC>04.H,0 105 CaC,04.H,0

o’ benzoinoxim Cu(C4H110,N) 110 Cu(C4H,1O5N)

Fe'' NI OHH I'e(OH ) 1 000 Fe,Os
8-chinolinol Fe(CoHesON); 120 Fe(CyHeON)3

He' — [HLS HeS 110 HeS

Mgz' (NH4),HPOy, NHs;MgPO,4.6H,0 1100 Mg, P,0);

Niz‘ 2.3-butandion- Ni(C4H70-N5)» 120 N1(C4H70,;N,),
dioxim -

P’ K>Cr>O7 ,anthrani- | PbCrO 140 | PbCrO;
lova kyselina Pb(C7HsO,N)> 110 Pb(C5HgO2N),

In (NH3) > HPOg4 NH4ZnPQOy 900 /n>P>07
8-chinolinol /n(CoHgON),.2H,0 130 Zn(CollgON),

AsO; MgCl,, NH,Cl NHsMgAsQO,4.6H,0 900 Mg, As,04

Br AgNO; AgBr 130 AgBr

CI AgNO; AgCl 130 AgCl

I AgNO; Agl 130 Agl

P()j Mg(lg N”;(‘l NI I;MgPQ;(;H;() 1 100 Mgz Pz()v

0  |BaCl BaSO, 700 BaSO,




X-rays Ultraviolet

Visible Light

25

Infrared

Spektrum zareni

Hg-low pressure Spectral curve of
lamp 254nm cell inactivation
- Increasing energy
Increasing wavelength >
0.0001 nm 0.01 nm 1I0Onm 1000 nm 0.01 cm 1 em ITm 100 m
| | ] ] ] ]
Gamma rays X-rays Ulira- Infrared Radio waves
violet
Radar TV FM AM
Visible light

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

780
Wavelength (nm)
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Kolorimetrie

- Nejstarsi optickd metoda — vizudlni porovnani intenzity zbarveni
vzorku a standardu
» Absorbance szorek = Astandard

2 moznosti srovnavani:

- Roztok vzorku porovnavame se sadou riuzné koncentrovanych
roztokll pri stejné tloustce absorbujici vrstvy (stejny priumeér vélce,
Zkumaka) cvzoreklvzorek = cstandardlstandard

- Ménime tloustku absorbujici vrstvy dokud nedosidhneme stejné

_ *
absorbance t% Cyzorek = Cstandard 1standard/ lvzorek
1 (c—koncentrace, 1 — tloustka absorbujici vrstvy)

|Ii|| I '|IIII|I Ililllf
HHpEnpnp

% Kolorimetr podle Wolfa

B




R A,

Kolorimetrie

« Zdroj zareni pro viditelnou oblast —
wolframova nebo halogenova zarovka

Princip kolorimetrie

' ™y

Components of the Colorimeter

Y4

v

~
Condensmg lens Cuvette Galvanometer

Tungsten lamp l

Il

J

f AN

A

Slit Fllter Photocell



video/Colorimeter.mp4

R,

Ultrafialova a viditelna spektrometrie

UV/VIS — absorpce ultrafialového a viditelného zareni (200 — 800
nm) ziedénymi roztoky latek

Fotometrie (spektrofotometrie) — méreni proslého zarivého toku pres
absorpc¢ni vrstvu

: Lo D e e
Transmitance: 7 =— T =-—100 (%) Po..ooe dﬂpvaqaj e z?&rlw
D @........ pro3ly zafivy tok

Absorbance: A= _|Qg' T }@%L

Je-li absorpee zéteni nulové, transmitance je jednotkova (100 %)
/

e

vstupujici zarivy tok dx

prosly zarivy tok @

>

kyvetaself
vzorkem [E

Absorpce pri prichodu zareni kyvetou se vzorkem



R,
UV/VIS

Lambert-Beeruv zakon: A — £ ACZ

N o

&;........molarni absorptni koeficient (konstanta pro danou Iaﬁtkul za
i ' B e ® o ' r 3 - | -
danych podminek pii ur&ité vinové délce; dm’ mol™ cm™)
< : 3
¢........Jatkova koncentrace (mol dm™)
- tloustka absorbujici vrstvy (cm) S — = =
) oblast platnosti Lambertova-

Beerova zékona

Absorbance je pfimo umérna koncentraci absorbujici latky a tloust'ce
absorbujici vrstvy. o , '
Absorbance je aditivni veli¢inou; absorbuji-li zarfeni dan€ vinové délky

dvé a vice slozek, je celkova absorbance souctem absorbanci jednotlk

vych slozek.

- Platny pro zredéné roztoky latek do koncentraci 0,01 mol/l
« Platny pro monochromaticke zareni

- UV/VIS spektrum — zavislost absorpce na vinové délce zareni
 Absorpce zareni molekulou — molekulova spektrometrie

« Chromofor — seskupeni atomii v molekule zpiisobujici absorpci
zareni v oblasti 200-800 nm



UV/VIS instrumentace
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Measure Is

displayed
Zdroj UV zareni — deuteriova lampa
Monochromator — hranol, mrizka
Kyveta — sklenéna pro VIS, kfemenna pro UV (pouziti organickych
rozpousteédel pro UV spektrometrii)
Detektor — fotoclanek, fotonasobic

Citliva, jednoducha a relativnée levna metoda; stanoveni Cistoty latek


video/How does a spectrophotometer work_.mp4

UV/VIS instrumentace

- Porovnani absorpc¢niho spektra latky
se spektry standardii

- Kvantitativni stanoveni anorganickych
i organickych latek presnymi postupy
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Pouziti

« Stanoveni vitaminu, alkaloidi, antibiotik, 1é¢iv

« Klinicko-biochemické analyzy (krev, moc)

- Sledovani stability 1é¢iv, chemickych slouéenin ...

- Stanoveni jednotlivych slozek v nékolikaslozkovych smésich (méreni
pri riznych vinovych délkach)

» Sledovani prubehu chemickych reakei

A

Analyte Method {nm)
total serum protein reaction with protein, NaOH, and Cu?* produces

blue-violet complex 540
serum cholesterol reaction with Fe3+ in presence of isopropanol, acetic

acid, and H;50; produces blueviolet complex C40
uric acid reaction with phosphotungstic acid produces

tungsten blue 710
serum barbiturates barbiturates are extracted into CHCls, and then into

0.45 M NaOH 260
glucose reaction with o-toludine at 100 °C produces

blue-green complex 630 R )
protein-bound iodine decompose protein to release iodide; I~ determined Selected Examples of the Application of UV/Vis

by its catalytic effect on redox reaction between Molecular Absorption to the Analysis of Clinical
Ce** and As3+ 420 Samples
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Selected Examples of the Application of UV/Vis Molecular Absorption to the Analysis
of Waters and Wastewaters ;

A
Analyte Method (nm)
Trace Metals

aluminum reaction with Eriochrome cyanide R dye at pH & produces red to pink complex 535
arsenic reduce to AsHs using Zn and react with silver diethyldithiocarbamate to form red complex 535
cadmium extraction into CHCl; containing dithizone from sample made basic with NaOH; pink to

red complex L18
chromium oxidize to Cr{VIl) and react with diphenylcarbazide in acidic solution to give red-violet product 540
copper react with neocuprine in neutral to slightly acid solution; extract into CHCla/CH3OH to give

yellow solution 457
iron react with o-phenanthroline in acidic solution to form orange-red complex 510
lead extraction into CHCl; containing dithizone from sample made basic with ammoniacal buffer;

cherry red complex 510
manganese oxidize to MnO4 with persulfate 525
mercury extraction into CHCl; containing dithizone from acidic sample; orange complex 492
zinc reaction with zincon at pH 9 to form blue complex 620

Inorganic Nonmetals

ammonia reaction with ammonia, hypochlorite, and phenol produces blue indophenol; catalyzed by

manganous salt 630
cyanide convert to CNCI by reaction with chloramine-T, followed by reaction with a pyridine-barbituric

acid to form red-blue dye L7E
fluoride reaction with red Zr-SPADNS lake results in formation of ZrFz*- and decrease in

concentration of the lake 570
chlorine (residual) oxidation of leuco crystal violet to form product with a bluish coler Loz
nitrate reduction to NOz~ by Cd, colored azo dye formed by reaction with sulfanilamide and

N-(1-naphthyl)-ethelyenediamine 543
phosphate reaction with ammonium molybdate followed by reduction with stannous chloride to

form molybdenum blue 590

Organics

phenol reaction with 4-aminoantipyrine and KsFe(CN); to form antipyrine dye 460
surfactants formation of blue ion pair between anionic surfactant and the cationic dye methylene blue,

which is extracted into CHCl; 652
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