9. FOTOMETRICKA TITRACE

9.1.Standardizace 0,01M roztoku chelatonu III na navazku PbCl,

Roztok PbCl, se titruje odmérnym roztokem (Na,H,Y) na indikator xylenolovou oranz.

Cheldt xylenolové oranze s Pb** (PbInd) je tmavé cervenofialovy, absorpcni kiivka md maximum pii vinové délce 580 nm,
zbarveni volného indikdtoru (Ind”) je za podminek titrace jasné citronové fluté s maximem absorbance pii vinové délce
430 nm. Titrace probiha pri pH = 5 - 6 (tlumivy roztok urotropinu).

9.1.2.

9.1.3.

9.14.

PbInd +H,Y>" = PbY? + 2H" + Ind* A =580nm

PbCl, + H,Y> - PbY> +2H +2CI M(PbCI2) = 278,10 g/mol

Piiprava roztoku standardu

Na analytickych vahach odvazit s pfesnosti na jednu desetinu mg ptiblizn€ 70 mg chloridu olovnatého.
Navazku kvantitativné prevést do kadinky o objemu 100 ml, doplnit destilovanou vodou asi na 50 ml
a okyselit 2-3 kapkami 2 M HNO;. Takto pfipraveny roztok zahtat (nevafit!), po rozpusténi PbCl,
kvantitativné pievést do odmérné baiky o objemu 200 ml a doplnit destilovanou vodou po rysku.

Vypocet predpokladané teoretické spotieby:

kde: m je hmotnost navazky PbCl, v mg,
M je molarni hmotnost PbCl,,
¢ je koncentrace Chelatonu ITI (0,01 mol.1'").
Cislo 20 ve zlomku piedstavuje faktor ziedéni, protoZe budeme titrovat vzdy 10 ml piipraveného roztoku
standardu, tj. 1/20 z 200 ml.

Orientaéni titrace s vizualni indikaci

Ucelem této titrace je sezndment s obsluhou mikrobyrety a urceni oblasti, kde dochdzi k barevnému prechodu.
Navod k obsluze mikrobyrety PK2500 je uveden v kapitole Pristroje a pristrojové vybaveni.

Priprava roztoku k orientacni titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml roztoku standardu, 10 ml
destilované vody, Spachtli pfidat malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNO; tak, aby roztok byl
zietelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem promichat mirnymi otackami na magnetické michacce, poté
pridat 3 kapky 10% roztoku urotropinu (tlumivy roztok). K michacce pfistavit stojan s naplnénou
mikrobyretou.

Titrace

Mikrobyretu o obsahu 2,5 ml naplnit odmérnym roztokem Chelatonu III podle odstavce pro praci s
mikrobyretou PK2500 v kapitole Piistroje a piistrojové vybaveni. Z mikrobyrety pfidavat odmérny
roztok po 0,1 ml a za stalého michani vizualn€ pozorovat roztok az do prechodu barvy z fialové do Cisté
zluté. Nadavkovany objem odecist na stupnici mikrobyrety.

Fotometricka titrace
Pfiprava roztoku k fotometrické titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml roztoku standardu, 10 ml
destilované vody, Spachtli pfidat malé mnozstvi smesi xylenolové oranze s KNOj; tak, aby roztok byl



zietelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem promichat mirnymi otackami na magnetické michacce, poté
pridat 3 kapky 10% roztoku urotropinu (tlumivy roztok).

Po pridani spravné mnozstvi indikatoru je absorbance roztoku pied zapocetim titrace pii A = 580 nm v
rozmezi 0,6 az 0,9 (roztok je zfetelné svétle fialovy s prechodem do Zlutého zbarveni).

Titrace

Pfi vlastni titraci je tfeba pridavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Po priblizeni k predpokladanému bodu ekvivalence na +0,1 ml, je tfeba snizit objem
pridavaného cinidla dle potfeby az na 0,005 ml (nejmensi objem, ktery 1ze davkovat mikrobyretou ).

Titraci opakovat trikrat.

Zpracovani vysledku

Pro kazdou titraci sestrojit grafickou zavislost absorbance titrovaného roztoku na objemu ptidavaného
¢inidla, kde :

* navodorovnou osu vynést objem piidavaného odmérného ¢inidla v ml
e na svislou osu odpovidajici hodnoty absorbance titrovaného roztoku

Graficky zjistit spotfebu odmérného ¢inidla v bodé ekvivalence prolozenim jedné pfimku nékolika body
tésné pred koncovym zlomem kiivky a druhé pfimky nékolika body za koncovym zlomem kiivky. Z
praseciku téchto primek spustit kolmici k vodorovné ose a odecist spotfebu odmérného ¢inidla.

Pii zjistovani bodu ekvivalence se vychazi z principu, ze od okamziku dosazeni ekvivalence se
zbarveni roztoku neméni, proto je tfeba zjistit okamzik vymizeni barvy indikatorového komplexu.

Vypocet piesné koncentrace (titru) odmérného ¢inidla

Pro kazdou hodnotu graficky ziskaného objemu titra¢niho ¢inidla v bod¢€ ekvivalence spocitat pfesnou
koncentraci odmé&rného ¢&inidla v mol.I" :

m
Cry = 1ot EIF %1
M 20 V.

PbCl, ekv

kde: mpycy, je navéazka PbCl, v mg,
Vi objem odmérného ¢inidla v bodé ekvivalence v ml,
Mpycr, je molarni hmotnost PbCl, v g.mol'1 M =278,10 g.mol'l)

Statistické zpracovani vysledkii

Ze ziskanych hodnot sestavit do protokolu nasledujici tabulku:

A =580 nm

pot. Cislo titrace 1 2 3

Vekv [1’1’11]

CChellll [mol.l'l]

oy -1
prameér cepeyyy [mol.l™]

s(Ccheim) [mol.I"]

rel.smér.odchylka ccpenn

Vypocet smérodatné odchylky s provést podle Deana a Dixona z rozpéti (viz text na konci tlohy). Pro
dalsi vypocCty pouZzivat pfesnou koncentraci se ¢tyfmi platnymi ciframi.



9.2

9.2.1.

9.2.2

Titraén& fotometrické chelatometrické stanoveni kationtu Cu®** v neznimém vzorku

Fotometricka titrace neznamého vzorku obsahujiciho Cu**

Reakce probihd pri mirné zdsaditéem pH neprekracujicim hodnotu 8. Tohoto pH lIze dosdhnout pridavkem
amoniakalniho tlumice.

Med' tvori s murexidem chelat zluté barvy (Culnd). Pri titraci roztokem Chelatonu III se nejprve na Chelaton 111
vdzou volné ionty Cu’”, cheldt CuY” je modry. V okoli bodu ekvivalence dojde k barevné zméné zpiisobené reakei

Culnd + H,Y*™ - CuY* +2H" + Ind*
Volny indikator ma pri daném pH modrofialovou barvu.
Cu™ +H, Y™ - CuY* +2H"

2 -1
1 mol NayH,Y = 1 mol Cu M(Cu) = 63,546 g.mol

Piiprava vzorku

Neznamy vzorek ve 100 ml odmérné baice doplnit po znacku destilovanou vodou a dobie promichat.

Orientacni titrace s vizuidlnim pozorovanim barevné zmény

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml destilované vody, $pachtli pridat
indikator murexid, promichat na magnetické michacce (roztok se zbarvi do stfedné syté oranzové
barvy) a poté piidat 10 ml roztoku vzorku s nezndmym obsahem médi. Pfipraveny roztok by mél
bytzbarven zlutozelené az Zlutooranzove.

K michacce pfistavit stojan s mikrobyretou naplnénou roztokem odmérného ¢inidla. Z mikrobyrety
pridavat odmérny roztok po 0,1 ml a pozorovat za stalého michani zbarveni roztoku. Tésné pied
predpokladanym bodem ekvivalence pridat 1 kapku amoniakalniho tlumice a titrovat az do ptechodu do
Cisté fialového zbarveni. Nadavkovany objem odecist na stupnici mikrobyrety.

Nastaveni fotometru

Pfed kazdou titraci provést pro uréenou vinovou délku nastaveni fotometru pii vlozené srovnavaci
kyveté s destilovanou vodou.

Ptiprava roztoku k fotometrické titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml destilované vody, Spachtli ptidat
indikator murexid, promichat na magnetické michacce (roztok se zbarvi do stfedné syté oranzové
barvy) a poté piidat 10 ml roztoku vzorku s nezndmym obsahem médi. Pfipraveny roztok bude
zlutozeleny az zlutooranzovy. Po pfidani spravné mnozstvi indikatoru je absorbance roztoku pied
zapocetim titrace pii A = 460 nm v rozmezi 0,4 az 0,6.

Titrace

Pii vlastni titraci je tfeba pfidavat z mikrobyrety odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat
absorbanci. Po priblizeni k predpokladanému bodu ekvivalence na +0,1 ml, je tfeba snizit objem
pridavaného ¢inidla dle potfeby az na 0,005 ml, soucasn¢ je tieba tésné pred piredpokladanym bodem
ekvivalence pfidat 1 kapku amoniakalniho tlumice a poté titrovat az do prechodu do Cisté fialového
zbarveni. Nadavkovany objem odecist na stupnici mikrobyrety.

Titraci opakovat tfikrat.

Zpracovani vysledka

Pro kazdou titraci sestrojit grafickou zavislost absorbance titrovaného roztoku na objemu ptidavaného
¢inidla, kde :

e na vodorovnou osu vynést objem priddvaného odmérného ¢inidla v ml
e na svislou osu odpovidajici hodnoty absorbance titrovaného roztoku

3



Absorbance

Graficky zjistit spotfebu odmeérného ¢inidla v bod¢ ekvivalence prolozenim jedné pfimku nékolika body
tésné pred koncovym zlomem kiivky a druhé pfimky nékolika body za koncovym zlomem kiivky. Z
praseciku téchto piimek spustit kolmici k vodorovné ose a odecist spotiebu odmérného ¢inidla.

Pfi zjistovani bodu ekvivalence se vychazi z principu, ze od okamziku dosazeni ekvivalence se
zbarveni roztoku neméni, méfi se bud’ konstantni zbarveni volné formy indikatoru nebo vymizeni barvy
indikatorového komplexu.

Priklady titracnich kifivek pFi fotometrickém stanoveni Cu’* jsou na obr. 9.1 a 9.2.
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Obr. 9.1: Fotometrickd titrace Cu’* na murexid pri 460 nm Obr. 9.2: Fotometrickd titrace Cu’* na murexid pii 550 nm

Vypocet hmotnosti médi v neznamém vzorku

Dosazenim do vzorce vypocitat hmotnost médi ve vzorku:

v
me, =7, |].HZY EVFO |llCu

pip

kde: V., je primérna spotieba odmérného ¢inidla (ml),
¢y je presnd koncentrace 0,01 M odmérného roztoku Chelatonu III,
Mg, je molarni hmotnost médi (63,546 g.mol'l),
Vy je objem odmérné banky s nezndmym vzorkem,
V,ip je objem roztoku pipetovaného do kyvety (10 ml).

Statistické zpracovani vysledki

Zvlast pro kazdou vinovou délku zpracovat vysledky do nasledujici tabulky do protokolu. Vypocet
smérodatné odchylky s provést podle Deana a Dixona z rozpéti.

A =460 nm

pot. Cislo titrace 1 2 3

Vi [ml]

Mcy [P-g]
pramer me, [Hg]

s(mcy) [Hg]

rel.smér.odchylka




9.3.

Postup méreni na spektrofotometru UV-VIS 1240 mini

1.

2.

Na plose PC spustit program Fotometricka titrace. Po spusténi programu je tfeba ho aktivovat kliknutim na
ikonku ,,Continuous run.

P Fotometricka_titrace.vi

File Edit View Project Operate Tools Window Help

[ B[n]

V zalozce ,, Piredpokladané objemy* zvolte typ titrace:

'mv| i tivace | vy ¥ btrace | che éanaljzy | Uoteni |
Vib typu trace :
‘Omentaéni itrace ‘-'{
-

memmr@ Ureni pfedp, objemd Bv-vﬁmmxmh&'-w:!kﬂ
(- wiw | (=]
Vypoftens predpoidadens spotfeba rastols Chelaton 1 ]
=)
a) ,,orientacni titrace* - vyplnit kolonku ,, Navdazend hmotnost chloridu olovnatého“ — po stlaceni
tlagitka ,,SPOCITAT se vypotita predpokladana spotteba roztoku Chelatonu IIL.
b) ,piesnd titrace® - vyplnit kolonku ,, Ekvivalencni objem 7 orientacni titrace“ — po stlaceni
tlacitka ,,SPOCITAT" se aktivuje tabulka s moZnosti zadavani davkovani roztoku Chelatonu ITT
(v tabulce v kolonce ,, Fotometrickd titracce® jsou jiz preddefinovanédoporucené objemy od 0 do
2,4 ml doplnéné krokem 0,2 ml.
Nastaveni spektrofotometru:
Na hlavnim panelu spektrofotometru pomoci tlacitka ,, RETURN* se dostaneme na tivodni obrazovku na
displeji. Po stlaceni tlacitka ,,F4“ (PC Ctrl) se pfepne kontrola ovladani spektrofotometru na pfipojeny
PC.
Nastaveni programu - zalozka ,, Fotometricka titrace*:
Pro spravnou funkci programu je nutné zvolit spravny port, ptes ktery je pfipojeny spektrofotometr
k PC. Z rolovaci nabidky ,, VISA resource name* je tfeba vybrat port COM2.
Po zvoleni spravného portu se kontrolka ,,Méfeni ukonéeno* rozsviti zelené a v poli ,,Absorbance text*
se zobrazi aktualni hodnota absorbance.
Na posuvniku ,, Pipetovany objem “ nastavit objem piidavku roztoku Chelatonu III. Zpocatku ptidavat
po 0,2 ml, v oblasti bodu ekvivalence po co nejmensich objemech.
Po stlageni tlagitka ,, MERIT se do tabulky namé&fenych hodnot ptida novy fadek s pfidanym objemem
Chelatonu III a danou naméfenou absorbanci. Celkovy piidany objem se zobrazi i v kolonce
» Napipetovano celkem“.
Postup ptidavani Chelatonu III pro pozadovany graf se zobrazuje v pravé ¢asti okna.

| vaten |
Vist néfeni

rentan fotometnckd brace =
2552014215

race Objem Absorbance

8 - SiBom
oty tomaddamy | iisen
¥ =550 +7,347 J ¥ = 0,00% +0,08 1]

a 141200031
i e 152,000,031

| <
e ] Roace pinky PRED bode evvaence:
Y6570 47,347

ofiky 24 bodem ekvaence:
¥ = 0,004 4008

Barvdentnioen:
Veko = ,11m

=l
Po ukonceni titrace otevtit zalozku ,, Vyhodnoceni titrace:

Predpoklsdane objemy  Fotometicks trace | Vyhodnocenitirace | Statistice vyhodnoceni analizy | Ulozen |

Absorbance text
VISA resource name
Méfen Lkonéeno |

Hcomi -

% =l ®

Predpokladany ppetovany objem [m] look it objem [mi] sbsorbance []
[o - ¢ 1 o o987 4
Pipetovany objem fmi]
foz r 7 1 |2 0,2 0,35
(e
v [ | 80 B T T R T | 3 0.4 0,902
0 005 01 015 02 025 03

fos | ———2 |l 0.6 0,859
Io,a Vymage posledni méfeni 5 0,8 0,816

1 MERT | VYMAZAT POSE»&J 6 1 0,777

— ] &

11 | 7 1,1 0,12
[z | ‘ Chybné mé VIMAZAT 3 poté 8 1.2 0,0%
) Vit celou tabuu Nappetovéno cekem [n] | 12 L

| p S
[ta = 10 1,4 0,031
VYCIsTIT. 2
l",,s ‘ ~Q 11 15 0,031
[1s | 12 16 0,031
r_"7 13 1,7 0,031
[z 14 18 0,031
|2 .l 15 2 0,031 |v
{ J =}




9.4.

10.

11.

12.

Pro vyhodnoceni titrace je nutné prolozit grafem dvé piimky:

a) pro proloZeni ptimky, ktera prochéazi strmou ¢asti grafu pfed bodem ekvivalence je nutné vyplnit
hodnoty v levé ¢asti zalozky

b) pro prolozeni pfimky, ktera prochazi vodorovnou ¢asti grafu za bodem ekvivalence je nutné vyplnit
hodnoty v pravé ¢asti zalozky

Potadova ¢isla jednotlivych titraci mtizeme vy¢ist z pole ,, Vystup méreni“. Po stlaceni tlacitka

» VYHODNOTIT* se piimky prolozi grafem a urci se jejich prisecik, ktery Ize vycist z pole

wEkvivalencni objem .

Po provedeni tii opakujicich se titraci otevtit zalozku ,,Statistické vyhodnoceni analyzy“:

v | : | statstdd vihodnacen'analizy | idens |

e
cbjemy [ml] Typ vyhodnoceni Statstidké vyhodnocen!

1,15 Vipodet pfesné koncentrace Statisticke v)
odmémého anida 27.5.2014 21:55

I Patadové Ssk twace 12
Vekv [ml] 1,13 1,15 1,17

Evivalencni chjemy vyphit ruénd it
R=V¥3-Vl=1,17-1,13=0,04m
Qtest oderosy.
fg“m"m Keticka hodhota Q(3,0,05) = 0,941
QL = (V2- VDR = (1,15 - 1,13)/0,04 = 0,500 >
o | [ V1 neni odenlé
- VIPOLITAT STATISTIRY Q3 = (V3- V2R = (1,17 - 1,15)/0,04 = 0,500 >
115 | J V3 neni odehié
L1 Statisbce zpracovini visledd)
4 Vipocet presné koncentrace odméméno Enda
Viov déka 583 nm

|

Poradove ko tirace 123

Vekv [mf] 1,13 1,15 1,17

¢_Chel_ITT {mal/l] 0,01103 0,01083 0,01065
|primér ¢ Chel 1T fmolf] 0,01103
smérodaind odchyka s [mal] 0,00022
relatvi smérodatna odchyka (%) 2,02

Po zadani 3 ekvivalen¢nich objemt vybrat z rolovaci nabidky ,, Typ vyhodnoceni*:

a) ,Vypoclet piesné koncentrace odmérného cinidla“ pro vypocet presné koncentrace odmérného
roztoku Chelatonu III

b) ,, Vypocet mnoZstvi médi v neznamém vzorku“ pro vypocet obsahu médi ve vzorku.

Vysledek statistického zpracovani dat se zobrazi v poli ,,Statistické vyhodnoceni®.

Zalozka ,,UloZeni* slouzi k uloZzeni namétenych a vyhodnocenych dat. Je tieba predbézné si vytvotit

cestu pro jejich ulozeni (vytvofit si slozku a zkopirovat sdresu):

é objemy | 4 titrace | i titrace | Statistické vyhodnoceni analjzy  Uoen'

Cesta pro uloZeni vystupu

4 C: Fotometridka tirace\1 tirace. txt || | wofm vistue éent
¢ I ¢ J
Cesta pro uoZeni grafu
[§ C: Fotometricka tirace\1.titrace.png 1| LLOZIT GRAF
{ J | J
Generovani grafu po stisku tiaditka ULOZIT GRAF miiZe trvat nékolik sekund.
Cesta pro uloZeni statistiky

H | o stansTu

4 C:Fotometricka titrace\1. tirace_stat. txt

Statistické vyhodnoceni vysledki analyzy

Pro statistické vyhodnoceni vysledkl analyzy pouzit matematicko-statistického postupu dle Dean-
Dixona, ktery se pouzivd pro zpracovani malych soubort paralelnich vysledkd, jez jsou obvykle
k dispozici pfi analyzach praktickych vzorkd.

Vysledky my setadit podle rostouci velikosti.

Vypocitat rozpéti souboru R = m; - my.

Zjistit, zda néktery z vysledkti m; neni zatizen hrubou chybou, tj. zda se statisticky vyznamné s
urcitou pravdépodobnosti nelisi od ostatnich paralelnich vysledkd stanoveni. Pouzit Q-testu,
vypocitat hodnoty Q; a Q; dle rovnic

m, —m

QsZT’ Q==

a porovnat je s kritickou hodnotou Q(3, a) z tabulce statistickych konstant (tab. III).
Je-li Q; nebo Q; vétsi nez Q(3; 0,05), znamena to, Ze piislusna hodnota je zatizena hrubou
chybou a musi byt ze souboru vytazena.

~wr

Vypocitat primérnou hodnotu m, jako hodnotu nejblizsi spravnému vysledku



9.4.

S

i

m, =

Vyhodnotit variabilitu paralelnich vysledkli, jako miru pfesnosti stanoveni vypoditat
smérodatnou odchylku s (jako chybu jednotlivych méfeni) podle Dean-Dixona z rozpéti R

s pomoci tabelované konstanty k;, ktera je pro dany pocet paralelnich stanoveni i uvedena
v tabulce statistickych konstant (tab. 9.1)

Presnost méfeni charakterizovat také smérodatnou odchylkou priméru s,

s Rlk

§ =—= !

U

Protoze se smérodatnd odchylka vztahuje k uritému definovanému provedeni analyzy

aobvykle zavisi i na obsahu stanovované slozky, vyjadfit presnost ve wvztahu ke
stanovovanému mnozstvi jako relativni smérodatnou odchylku s,

s, [%]=—=000
m

x

Pokud je znama smérodatnou odchylku s a primér m,, 1ze jako vysledek analyzy definovat
interval (v jednotkach vysledku), v némz s urcenou pravdépodobnosti lezi spravny vysledek
(jde o definici intervalu spolehlivosti)

m,* K; [R

Konstantu K; odecist z tabulky statistickych konstant (tab. 9.1) pro dany pocet stanoveni.

Tab. 9.1: Statistické konstanty dle Dean-Dixona (pro a = 0,05)

pocet 1

méfeni ki Ji K )
i
2 0.086 0,71 6.4
3 0,591 0,58 13 0,041
4 0,486 0,50 0,72 0,765
5 0,430 0,45 0,51 0,642
6 0,395 0,41 0,40 0,560
7 0,370 0,38 0,33 0,507
8 0,351 0,35 0,29

Vyhodnoceni fotometrické titrace

Pii vyhodnoceni stanoveni Cu®* v neznamém vzorku v protokolu uvést:

1.

Hodnoty nalezenych koncentraci Chelatonu III a hmotnosti Cu®* v neznimém vzorku
zaokrouhlené na platny pocet mist, vyplnéné tabulky a vyhodnocené grafy.

Statistické vyhodnoceni vysledku analyz.

Zdivodnéni mozného chybného stanoveni.



