UV-VIS fotometrie

Spektrofotometrické stanoveni fenazonu v Antipyrinu Zelezitymi

ionty pomoci kalibra¢ni krivky

Teorie

Molekuly vzorku absorbuji z dopadajiciho zafeni fotony
vhodné vinové délky A (1. ty, které odpovidaji jejich
energetickym hladindm) a pfechazeji do vyssiho
energetického stavu. V UV-VIS oblasti maji fotony

energii dostate¢nou k tomu, aby jejich absorpce zptsobila
ptechod vngjsich elektronti (200-600 kJ/mol). Skupiny,

v kterych se realizuje takovy elektronovy piechod, se
nazyvaji chromofory.

U koordina¢né kovalentnich slou¢enin (vazba donor-
akceptor) se jedna o energetické prechody v d a f orbitalech
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Obr. 1 Vinoveé délky elektromagnetického zareni

Obr.2 Nekteré chromofory
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Definice absorbance a Lambert-Beertiv zékon (CL 2009)

2.2.25 ABSORPCNI SPEKTROFOTOMETRIE
V ULTRAFIALOVE A VIDITELNE
OBLASTI

6.0:0225

Stanoveni absorbance. Absorbance (4) roztoku je defino-

vana jako dekadicky logaritmus prevracené hodnoty trans-

mitance (T) pro monochromaticke zafeni a je vyjadiena

VZOTCEIm:
1 1
A=log, [?] =logy, [Tu] 3

v némz znaci:

I -1y

Iy — mtenzitu dopadajiciho monochromatického zateni;
I — mtenzitu proilého monochromatického zafeni.

V homogennim prostredi je méfena absorbance (4) imérna
tlonit'ce vrstvy (b)), kterou zareni prochazi, a koncentraci (c)
latky v roztoku podle vzorce:

A=g-¢c-b,



Tvorba komplexu s fenazonem

Fenazon (1,5-dimethyl-2-fenyl-2,3-dihydro-pyrrazol-3-on) tvoii se HC fHa
zelezitymi ionty v kyselém prostiedi oranzové cCerveny komplex N,
[Fea(fenazon); ], ktery poskytuje charakteristické absorpéni spektrum \[(N_O
s maximem pfiblizné¢ 460 nm a ktery lze vyuzit pro identifikaci a

stanoveni fenazonu. o

Vyuziti komplexti ke kvantitativnimu stanoveni je typické pro analyty kovové ionty (M™),
které vytvoii donor-akceptorovou vazbu s tzv. ligandem (L) a vznikne komplex [M-L], nékdy
1 ML, nebo dokonce M,L; (viz stanoveni Cu s Chelatonem III). OvSem v tomto piipad¢ je
analytem pravé ligand a Fe(3+) je ¢inidlem.
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Obr.3 Fotometr s diodovym polem HP 8453

Obr. 4 Popis fotometru Hewlelt Fackard 3453
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Obsluha pristroje

Nejprve zkontrolujeme, zda je ptistroj zapojen do elektrické sité, a zapneme fotometr -
v levé spodni ¢asti spektrofotometru se nachazi tlacitko. V pravém hornim rohu

fotometru zacne blikat kontrolka. Po jejim ustalém na zluté barve lze spustit pocitac.

File Configure Wiew Help
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Status: BOOTP Request received at outer most layer

Status: BOOTP Request received from hardware address: 00E07
Status: found 168.192.1.102 uv8453b:

Status: Host IP Address is: 168.192.1.100

Status: Reply to BOOTP Request has been sent

Status: BOOTP Request finished proc ing at outer most layer

a pak teprve spustime ovladaci software Chemstation. gﬁ
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Jedna se o ovladani jednopaprskového pfistroje, a proto kazda série méteni zacina zméfenim
,blanku“ — obvykle rozpoustédla, ve kterém budu provadét nasledujici méteni analytu
(Tlacitko BLANK). Pak uz miizeme méfit libovolny pocet vzorkli (SAMPLE). Pokud ndm
n¢které namétrené spektrum nevyhovuje, po oznaceni (klepnutim mysi) jej mizeme odstranit
(Delete).

Software Chemstation, modul UV-VIS

Obsluha je velmi jednoduchéd a umoziiuje prehledné srovnavat vice spekter, odecitat hodnoty
maxim 1 absorbanci (kliknutim pravého tlacitka mysi). Zapisujme do tabulky maximum
informaci o pfislusném vzorku kvili pozdé&jsi orientaci. Budeme pracovat v modu Standard.
Muzeme exportovat spektralni data do excelovského sesitu a detailné je zpracovat doma na
pocitaci.
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Postup
(tloha 3, str. 15-16, ROZDILY od Skript: méfi se na fotometrech HP8453, do 50 ml
odmérky splachujeme 0,2 g fenazonu)

Chemikalie: ¢isténa voda, okyseleny zakladni roztok Fe(NO;); (¢ = 0,0125 M).
Ukoly

e Priprava zakladniho roztoku ¢inidla

e Naredéni kalibra¢nich roztok

e zméfeni kalibracni zavislosti A vs. c(fenazon) pti 460 nm — udélat 3x (15 bodt)
e stanoveni antipyrinu v neznamém vzorku

pozn.:
meéfeni absorbance vzdy proti slepému vzorku!

Postup:

kalibra¢ni zavislost =z avislost A = f(¢ fenazon)

do 50-ml odmérné banky navazte na analytickych vahach 0,20 g fenazonu a rozpustte ve
30 ml destil. vody. Po rozpusténi dopliite vodou po rysku a promichejte.

Z takto ptripraveného zékladniho roztoku piesné odpipetujte postupné do péti 25ml banék
2,00; 3,00; 5,00; 7,00 a 10,00 ml zakladniho roztoku. Pfidejte byretou 5,00 ml roztoku
Fe(NOs)3, dopliite vodou po rysku a promichejte. Porovnavaci roztok ptipravte doplnénim
5,00 ml roztoku Fe(NO3); ve 25ml odmérné bance vodou.

Zméfte absorbanci vsech péti roztokt proti slepému roztoku pii vinové délce 460 nm.

Tento postup opakujte 3x (vfetné nové navazky) — ovéfite si tak presnost celého
postupu.

Nameétené hodnoty vyhodnot'te graficky na milimetrovy papir.

Stanoveni obsahu fenazonu v nezndmém vzorku

do 25ml odmérné banky kvantitativné preved’te roztok vzorku, pfidejte 5,00 ml roztoku
Fe(NO3)s, doplitte vodou po rysku a promichejte. Zméite absorbanci ptipravené¢ho roztoku
proti slepému roztoku pii vinové délce 460 nm.

Po skonceni v§ech méteni pristroj vypnéte, kyvety vyndejte z ptistroje, omyjte a osuste.

Vyhodnoceni: koncentraci nezndmého roztoku vzorku fenazonu stanovte odectenim z
kalibra¢ni zavislosti.

Jako vysledek udavejte: mg fenazonu ve vzorku



Priloha

Komunikaéni okno pro HP 8453
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Status: BOOTP Request received at outer most layer

Status: BOOTP Request received from hardware address: 0001EGIE3EEC

Status: found 168.192.1.101 uw8453:

Status: Host IP Address is: 168.192.1.100
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Status: BOOTP Request finished processing at outer most layer
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Nastaveni modu pro snimani spekter
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Method setup:
pocet spektralnich maxim a minim k oznaceni, rozsah méfeni

Spectrum/Peaks Parameters [ <]
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‘ ¥ Prompt for sample information ‘
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Cancel_|

Neshoda v pouziti zdroji: pro UV oblast nutno pouzit Deuteriovou vybojku, pro méfeni nad

350 nm wolframovou Zarovku (Tungsten lamp).

Loading thiz method will change current
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Schéma pfistroje s obéma svétel. zdroji zapnutymi a pii méfeni (blanku)
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