7EXTRAKCNI FOTOMETRIE

TEORIE

Rozdélovani v soustavé kapalina — kapalina je proces, pii némz se pfevadi rozpusténa latka z jedné kapalné faze do druhé. Ob¢ faze,
zpravidla voda a organické rozpoustédlo, jsou navzajem nemisitelné, rozpusténa slozka z vétsi ¢asti prechazi do rozpoustédla, ve kterém je

Iépe rozpustna.. Pfiinou prechodu rozpusténé slozky z jedna faze do druhé je jeji rozdilna rozpustnost v jednotlivych fazich.

Za predpokladu, Ze rozd€lovana latka se v obou fazich vyskytuje ve stejné formé, 1ze rovnovazny stav vyjadtit rozdélovaci konstantou
KDZ

C
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K,=—
C, "
kde:  Kp jerozdélovaci konstanta (Nernstiiv rozdélovaci koeficient),
Corg je Tovnovazna latkova koncentrace slozky v organickém rozpoustédle,
Cqq jerovnovazna latkova koncentrace slozky ve vode¢.

Tato rovnice vyjadiuje Nernstiv rozdélovaci zakon, podle n&jz je pomér aktivit extrahované slozky ve dvou nemisitelnych fazich pfi urcité
teploté konstantni.

Jestlize se extrahovand latka mize vyskytovat v nékteré z obou fazi v jiné formé (napi. slaba organicka kyselina RCOOH je v
organické fazi jen jako nedisociovana molekula RCOOH, zatimco ve vodné fazi v zavislosti na pH mize existovat i jako disociovana forma
RCOO), pak rovnovazny stav vyjadfuje rozdélovaci pomér D. — pomér souctii koncentraci veskerych forem rozdélované latky ve dvou
fazich:

Cor 0

DC = g,

. Caq,O
kde:  D.jerozdélovaci pomér,

Corg je celkova latkova koncentrace slozky v organickém rozpoustédle,
Caq0 je celkova latkova koncentrace slozky ve vodé.

To umoziuje definovat rovnovazny stav pfi extrakci v zavislosti na faktorech, ovlivilyjicich ptitomnost riznych forem extrahované

latky v heterogenni soustavé. Napf. pro extrahovanou organickou kyselinu RCOOH lze napsat:

— [R COOH ]urg
" [rcoomn],, +[rcoo],

Po vyjadreni zavislosti existence formy RCOO ™ na pH plati pro rozdélovaci pomér:

_ K, de K = RC00‘|H*|
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Cilem extrakce je vyextrahovat co nejvice rozpusténé slozky s co nejmensi spotfebou rozpoustédla, proto volime rozpoustédlo tak, aby
v ném extrahovana slozka byla mnohem vice rozpustna nez v rozpoustédle, ze kterého ji extrahujeme. U¢innost jedné extrakce E
vyjadfujeme jako procentovy vytézek extrakce:
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Uginnost n opakovanych extrakci:
100-EY
E,=|1-| ——=1| [000 (%)
100

Utinnost extrakce je potfeba posuzovat i z hlediska oddé&leni od ostatnich slozek v roztoku — hledisko selektivity, proto by mély mit ostatni
slozky rozdélovaci poméry co nejmensi.
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POSTUP PROVEDENI EXPERIMENTU:

Prakticky vsechny fotometrické metody stanoveni fosforu vyzaduji prevedeni vsech forem fosforu na

orthofosforecnan, ktery jediny reaguje s cinidly.

Nejpouzivanéjsi metody jsou zalozeny na reakci orthofosforecnanu s molybdenanem v prostiedi

mineralni kyseliny, kdy vznika zluté zbarvena kyselina molybdatofosforecnd, vhodna k fotometrickemu stanoveni.
Ke zvyseni citlivosti a k odstranéni nékterych rusivych vlivii se pouziva extrakce kyseliny molybdatofosforecné do
organickych rozpoustédel. Jako rozpoustédla pro extrakci heteropolykyselin se pouzivaji ethery ketonii,
aldehydii, esterit a alkoholu, tedy kyslikatych rozpoustédel. V nasem pripade budeme stanovovat kyselinu
fosforecnou jako kyselinu molybdatofosforecnou po extrakci do butanolu.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Piiprava roztoki pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky — vodna faze

Do 7 extrakénich zkumavek napipetovat 0 - 3,0 ml (po 0,5 ml) standardniho roztoku kyseliny
fosforecné, Cistou pipetou doplnit destilovanou vodou na vysledny objem 5 ml a ptfidat 5 ml ¢inidla -
molybdenové soluce.

Uprava neznamého vzorku pied extrakci

Vzorek v 50 ml odmérné baiice doplnit po rysku destilovanou vodou, promichat. Z odmérné banky
pipetovat do 6 extrakénich zkumavek po 3 ml roztoku, doplnit na 5 ml destilovanou vodou a pfidat 5 ml
¢inidla - molybdenové soluce.

Extrakce kalibra¢nich roztokii a roztoku vzorku do n-butanolu, ustaveni rovnovahy

Do extrakénich zkumavek se standardnimi roztoky a roztoky vzorku pfidat pomoci automatického
pistoventilového davkovace, piip. pomoci davkkovaciho kohoutu (Spacku) 10 ml n-butanolu. Tyto
operace provést pecliveé, presnost vyrazn¢ ovlivituje vysledek analyzy.

Extrakéni zkumavky uzaviit dobfe tésnicimi zatkami (sklenénymi se zabrusem nebo
polyethylenovymi). Smési tiepat 3x po dobu 2 minut, s 5 minutovymi prestavkami. DalSich 15 minut
nechat extrakéni zkumavky stat ve stojanu, az se zakaleny roztok postupné vycefi a je zieteln¢ vidét
rozhrani mezi horni Zlutou butanolovou fazi a dolni bezbarvou vodnou fazi.

Oddéleni butanolové fize od vodné a priprava ke spektrofotometrickému méreni extraktu

Pomoci pipetovaciho néstavce s nasazenou sklenénou pipetkou (pfip. polyethylenovou pipetkou) nasat
z kazdé extrakéni zkumavky zluté zbarvenou butanolovou fazi do pfedem piipravené suché
centrifugacni zkumavky. Dbat na to, aby se do centrifugacni zkumavky nedostala vodné faze!

! NIKDY nepipetovat organickou fazi tisty, je to zdravi SKODLIVE !

Centrifugacni zkumavky vlozit do centrifugy (vzdy sudy pocet), dbat na to, aby zkumavky v
protilehlych pozicich byly naplnény pfiblizné stejnym mnoZzstvim roztoku. Centrifugovat po dobu 5
minut, az se organicka faze vycCefi a zbavi zdkalu a bublinek. Zkontrolovat, zda jsou roztoky prithledné
a Ciré, pripadné centrifugovani zopakovat. Zakal by zplisobil zvySeni absorpce svétla. Pric¢inou
nespravnych vysledkd v této tloze je obvykle nedbalé provadéni téchto operaci !!

Spektrofotometrické méfeni kalibra¢nich roztokii a extrakti vzorku, sestrojeni kalibra¢ni krivky

U spektrofotometru VIS Helios Epsilon zvolit modry filtr vinové délky 400 nm a pfistroj nastavit podle
navodu na obsluhu. Ve sklenéné kyveté proméfit vzestupné barevné kalibracni extrakty a poté extrakty
vzorku proti blanku (extrakt s nulovym obsahem H;POy).

Vzdy zkontrolovat, zda roztoky v kyveté jsou ciré. Kyvetu pied naplnénim dalSim butanolovym
extraktem vzdy 1-2 krat proplachnout malym objemem tohoto extraktu.



! Jakékoliv vniknuti i stop vodné fize 7 centrifugaéni zkumavky do kyvety zpiisobi zikal a chybu
vysledku !

Vyhodnoceni a vypocet obsahu H;PO, ve vzorku

Pii vypoctu je tfeba respektovat skutecnost, ze veskeré latkové mnozstvi H;PO4 napipetované ptivodné
do vodné faze piejde pii predpokladané kvantitativni reakci do organické faze, jejiz objem podle
alternativniho zadani ulohy nemusi byt totozny s objemem vychozi vodné faze. Proto je u extrakci
nejvyhodnéjsim zpisobem vyhodnoceni (jak kalibracni zavislosti, tak i obsahu analytu ve vzorku)
postup vychazejici ze vztahu mezi latkovym mnozstvim stanovované latky v organické fazi
a naméfenymi absorbancemi s piihlédnutim ke zfed’ovacim operacim pfi zpracovani vzorku.

Sestrojit tabulku 7.1 pro kalibra¢ni zavislost:

Tab. 7.1: Data pro kalibracni zavislost

Viip n(H;PO4) absorbance A pfi pomérny
standardu 0,001 M H;PO, Vv pipetovaném m(H;PO4) 400 nm koeficient
objemu v pipetovaném objemu v 1 cmkyveté A / n(H3POy)
[ml] [mmol] (Mgl
0 0 0 0 0
0,5
1
1,5
2
2,5
3

Sestrojit kalibracni kiivku vynesenim zavislosti A = f [n(H;PO,)]
kde: n(H;POy) je latkové mnozstvi kyseliny fosforecné v . mmol.

Do tabulky 7.2 uvést schéma postupu pii zpracovani vzorku, naméfené hodnoty absorbanci u 6 extraktd
z alikvotll vzorku a vypocitat odpovidajici hodnoty pro n(H;PO4) a m(H;PO,)

Tab. 7.2: Data pro vzorek

Viip z roztoku absorbance nex(H3PO4) npip(H3PO4) n,(H3PO4) m;(H3PO,)
vzorku do nameéfend pro . ) ) )
extrakénich extrakt v extraktu v pipetovaném v celém v celém
Zkumavek objemu vzorku objemu vzorku objemu vzorku

P: A
[ml] [mmol] [mmol] [mmol] [mg]
3
3
3
3
3
3

Vzorek byl nafedén na objem Z ml.
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7.7.

Vypocet vychazi z logické uvahy, Ze z namcéfenych hodnot absorbanci ziskame grafickym
vyhodnocenim pomoci kalibracni kiivky odpovidajici latkovd mnozstvi n.(H;POy4), ktera byla do
extrakénich zkumavek vpravena v pipetovanych objemech vzorku.

Z poméru objemu pipetovaného alikvotniho podilu vzorku P, a celkového objemu vzorku Z
vypocteme obsah H3;PO, v celém vzorku, vyjadieny v mmol (ng) a v mg (m;):

n, - odecist z kalibracni kiivky,

ex

Statistické vyhodnoceni analyzy

Pro statistické testovani vysledkt analyzy pouzit matematicko-statistického postupu dle Dean-Dixona,
ktery se pouziva pro zpracovani malych souborl paralelnich vysledkd, jez jsou obvykle k dispozici pti
analyzach praktickych vzorka.

1. Vysledky m; setadit podle rostouci velikosti.

2. Vypocitat rozpéti souboru R =m, —m,

3. Zjistit, zda n¢ktery z vysledkli m; neni zatizen hrubou chybou, tj. zda se statisticky vyznamné
s urcitou pravdépodobnosti nelis§i od ostatnich paralelnich vysledkli stanoveni. Pouzit Q-testu,
vypocitat hodnoty Qg a Q; dle rovnic:

_ Mg —my _m,—m
O = R R
Porovnat je s kritickou hodnotou Q(6; 0,05) z tabulky statistickych konstant (tab. 7.3).

4. Je-li Q¢nebo Q vétsi nez Q(6; 0,05), znamena to, zZe prislusna hodnota je zatizena hrubou chybou
a musi byt ze souboru vyfazena.

5. Vypocitat primérnou hodnotu my jako hodnotu nejblizsi spravnému vysledku

2

i

m, =

kde: ije 6 (pocCet stanoveni)

6. Vyhodnotit miru pfesnosti stanoveni - vypocitat smérodatnou odchylku s podle Dean-Dixona z
rozpéti R s pomoci tabelované konstanty k;, kterd je pro dany pocet paralelnich stanoveni i
uvedena v tabulce statistickych konstant (tab. 7.3)

s =Rk,
7. Ptesnost méfeni dale charakterizovat smérodatnou odchylkou priméru s,
s _Rlk

8. Protoze se smérodatna odchylka vztahuje k ur¢itému definovanému provedeni analyzy a obvykle
zavisi 1 na obsahu stanovované slozky, vyjadiuje se pfesnost ve vztahu ke stanovovanému mnozstvi
jako relativni smérodatna odchylka s,

s,[%]=—>000
m_

x

9. Jako vysledek analyzy definovat interval (v jednotkach vysledku), v némz s danou



pravdépodobnosti lezi spravny vysledek. Jde o definici intervalu spolehlivosti, s pouzitim Dean-
Dixonova postupu vypocitat interval spolehlivosti z rozpéti dosazenim do vztahu, ktery urcuje
horni a dolni mez tohoto intervalu

m * K, [R

Konstantu K; odectist z tabulky statistickych konstant (tab. III) pro dany pocet stanoveni.

Tab. 7.3: Statistické konstanty dle Dean-Dixona (pro a = 0,05)

pocet 1

méfeni ki - K; Q
. N
i
2 0.086 0,71 6,4
3 0,591 0,58 1,3 0,941
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 extrakéni fotometrie

Pii vyhodnoceni extrakéni fotometrie v protokolu do zavéru uvést:

1. Sestrojit graf kalibraé¢ni zavisloti A = f [n(H;PO,)].
2. Uvést hodnoty nalezenych mnozstvi H;PO,4 a vyplnéné tabulky I. a II.

3. Provést statistické vyhodnoceni extrakéni fotometrie, v§echny statistické parametry uvést do
protokolu.

4. Zdivodnit pii¢iny mozného chybného stanoveni.
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