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.

Chelat xylenolové oranze s Pb>* (PbInd) je tmavé ervenofialovy, absorpéni kiivka ma maximum pii vinové délce 580 nm,
zbarveni volného indikdtoru (Ind*) je za podminek titrace jasné citrénové #luté s maximem absorbance pii vinové délce
430 nm. Titrace probiha pri pH = 5 - 6 (tlumivy roztok urotropinu).

9.1.1.

9.1.2.

9.14.

Pblnd +H2Y? — PbY? + 2H" + Ind> A =580nm

PbClr + H2Y> — PbY> +2H'+2CI M(PbCI2) = 278,10 g/mol

Piiprava roztoku standardu

Na analytickych vahach odvazit s pfesnosti na jednu desetinu mg piiblizné¢ 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 HNOs. Takto pfipraveny roztok zahfat (nevafit!), po rozpusténi PbCl,
kvantitativng pievést do odmérné bainky o objemu 200 ml a doplnit destilovanou vodou po rysku.

Vypocet predpokladané teoretické spotieby:
m 1 1

Ve =27 > 50 > &
kde: m je hmotnost navazky PbClz v mg,
M je molarni hmotnost PbCla,
¢ je koncentrace Chelatonu III (0,01 mol.I-").
Cislo 20 ve zlomku piedstavuje faktor zfedéni, protoZe budeme titrovat vzdy 10 ml ptipraveného roztoku
standardu, tj. 1/20 z 200 ml.

Orientaéni titrace s vizualni indikaci

Ucelem této titrace je sezndmeni s obshihou mikrobyrety a urceni oblasti, kde dochdzi k barevnému prechodu.
Navod k obsluze mikrobyrety PK2500 je uveden v kapitole Pristroje a pristrojové vybaveni. Pokud neni k dispozici
mikrobyreta, miiZe byt nahrazena mikropipetou.

Priprava roztoku k orientacni titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml roztoku standardu, 10 ml
destilované vody, Spachtli ptidat malé mnozstvi smési xylenolové oranze s KNOs tak, aby roztok byl
zietelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem promichat mirnymi otackami na magnetické michacce, poté
ptidat 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 stdlého michéni vizualné pozorovat roztok az do prechodu barvy z fialové do Cisté
zluté. Nadavkovany objem odecist na stupnici mikrobyrety.

Fotometricka titrace
Priprava roztoku k fotometricke 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 KNOj3 tak, aby roztok byl
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zietelné slabé fialovy. Kyvetu s roztokem promichat mirnymi otackami na magnetické michacce, poté
ptidat 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 zietelné svétle fialovy s pfechodem do Zlutého zbarventi).

Titrace

Pfi vlastni titraci je tieba pridavat odmérny roztok nejprve po 0,2 ml a zaznamenavat absorbanci. Po
ptiblizeni k predpokladanému bodu ekvivalence na +0,1 ml, je tieba snizit objem pfidavaného Cinidla
dle potieby az na 0,005 ml (nejmensi objem, ktery l1ze davkovat mikrobyretou ), pfip. 0,01 ml (nejmensi
objem, ktery 1ze davkovat mikropipetou 10 — 100 pl).

Titraci opakovat tfikrat.

Zpracovani vysledku

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

e na vodorovnou osu vynést objem pfidavaného 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
tésn¢ pred koncovym zlomem kfivky a druhé pfimky n€kolika body za koncovym zlomem kfivky. Z
priseciku téchto primek 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 nemeéni, proto je tieba zjistit okamzik vymizeni barvy indikatorového komplexu.

Vypocet presné koncentrace (titru) odmérného ¢inidla

Pro kazdou hodnotu graficky ziskaného objemu titra¢niho ¢inidla v bod¢ ekvivalence spoéitat piesnou
koncentraci odmé&mého ¢inidla v mol.l"" :

Cry =

kde: mpbci, je navazka PbClz v mg,
Veky objem odmérného c¢inidla v bodé ekvivalence v ml,
Mpyci; je molarni hmotnost PbClz v g.mol™! (M = 278,10 g.mol")

Statistické zpracovani vysledki

Ze ziskanych hodnot sestavit do protokolu nasledujici tabulku:

A =580 nm

pot. Cislo titrace 1 2 3

Vekv [ml]

cChetrt [mol.171]

primeér ccheirn [mol.1']

s(cchetnr) [mol.1]

rel.smér.odchylka ccnenn

Vypocet smérodatné odchylky s provést podle Deana a Dixona z rozpéti (viz text na konci ulohy). Pro
dalsi vypocty pouzivat piesnou koncentraci se Ctyfmi platnymi ciframi.
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9.2.1.

9.2.2

Titra¢né fotometrické chelatometrické stanoveni kationtu Cu?* v neznamém vzorku

Fotometricka titrace neznamého vzorku obsahujiciho Cu?*

Reakce probiha pri mirné zdsaditém pH neprekracujicim hodnotu 8. Tohoto pH lze dosahnout pridavkem
amoniakalniho tlumice.

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

Culnd + H,Y*™ — CuY”> +2H" + Ind*

Volny indikdtor ma pri daném pH modrofialovou barvu.

Cu" +H,Y” — CuY” +2H"

1 mol NazHaY ~ 1 mol Cu”" M(Cu) = 63,546 g.mol”"

Priprava vzorku

Neznamy vzorek ve 100 ml odmérné baice doplnit po znac¢ku destilovanou vodou a dobfe promichat.

Orientacni titrace s vizualnim pozorovanim barevné zmény

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml destilované vody, $pachtli pfidat
indikdtor murexid, promichat na magnetické michacce (roztok se zbarvi do stfedn¢ syté oranzové
barvy) a poté pfidat 10 ml roztoku vzorku s neznamym obsahem médi. Pfipraveny roztok by mél byt
zbarven zlutozelené az zlutooranzove.

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

Nastaveni fotometru

Pred kazdou titraci je potieba provést pro urenou vinovou délku nastaveni fotometru pii vlozené
srovnavaci kyveté s destilovanou vodou.

Piiprava roztoku k fotometrické titraci

Do kyvety fotometru o objemu 30 ml s michadlem napipetovat 10 ml destilované vody, $pachtli pfidat
indikator murexid, promichat na magnetické michacce a poté pfidat 10 ml roztoku vzorku s neznamym
obsahem médi. Pfipraveny roztok bude Zlutozeleny az Zlutooranzovy. Po pfidani spravné mnozstvi
indikatoru je absorbance roztoku pfed zapocetim titrace pii A = 460 nm v rozmezi 0,4 az 0,6.

Titrace

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

Titraci opakovat tiikrat.

Zpracovani vysledku

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

e navodorovnou osu vynést objem pfidavaného odmeérného ¢inidla v ml
e na svislou osu odpovidajici hodnoty absorbance titrovaného roztoku



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

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

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

Vypocet hmotnosti médi v neznamém vzorku
Dosazenim do vzorce vypocitat hmotnost médi ve vzorku:

"

me, =V, Cuy

pip

.MCu

kde: Ver je pramérna spotieba odmérného ¢inidla (ml),
cmyy je presna koncentrace 0,01 M odmérného roztoku Chelatonu I1I,
Mcu je molarni hmotnost médi (63,546 g.mol "),
Vo je objem odmérné banky s neznamym vzorkem,
Vpip je objem roztoku pipetovaného do kyvety (10 ml).

Statistické zpracovani vysledku

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. ¢islo titrace 1 2 3

Vekv [ml]

mcy [pg]

primér mcu [pug]

s(mcu) [pg]

rel.smér.odchylka

9.3.  Postup méieni na spektrofotometru UV-VIS 1240 mini

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



| Fotometricka_titrace.vi

File Edit ¥ie Project Operate Tools ‘Window Help

— 0

2. 'V zalozce ,, Pfedpoklddané objemy*“ zvolte typ titrace:

Pledpokdidand objemy | Fotometricd tivace | Vyhodnoceni trace | Statatcé vyhodnocenianalfay | Uiozeny |
Vybér typu titrace
[ Orientadni titrace ’T]
Navéend hmotnast chioridu olovnatéha [mg]  Urden pfedp. objemdd Ekvivalenén’ objem z orientaéni titrace [mi]
“ | ottt | :‘T.u I;
Vypoftend predookiadans spotfeba roztoku Chelatonu I ]
1,35

=

a) ,,orientacni titrace* - vyplnit kolonku ,, NavdZend hmotnost chloridu olovnatého“ — po stlaceni
tladitka ,,SPOCITAT" se vypo¢ita predpokladana spotfeba roztoku Chelatonu I1I.
b) ,pFesnd titrace® - vyplnit kolonku ,, Ekvivalenéni objem 7 orientaéni titrace“ — po stlaceni
tlagitka ,SPOCITAT se aktivuje tabulka s moznosti zadavani davkovani roztoku Chelatonu I11
(v tabulce v kolonce ,, Fotometricka titracce“ jsou jiz preddefinovanédoporucené objemy od 0 do
2,4 ml dopInéné krokem 0,2 ml.
3. 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.
4. Nastaveni programu - zalozka ,, Fotometrickd titrace*:
Pro spravnou funkei programu je nutné zvolit spravny port, pies ktery je ptipojeny spektrofotometr
k PC. Z rolovaci nabidky ,, VISA resource name“ je tieba vybrat port COM2.
Po zvoleni spravného portu se kontrolka ,,Méfeni ukonéeno* rozsviti zelené a v poli ,,Absorbance text“
se zobrazi aktualni hodnota absorbance.

5. Na posuvniku ,, Pipetovany objem “ nastavit objem piidavku roztoku Chelatonu I1I. Zpocatku ptidavat
po 0,2 ml, v oblasti bodu ekvivalence po co nejmensich objemech.
6. Po stlacenti tlacitka ,, MERIT* se do tabulky naméfenych hodnot ptida novy fadek s ptidanym objemem

Chelatonu III a danou naméfenou absorbanci. Celkovy piidany objem se zobrazi i v kolonce
» Napipetovano celkem“.

7. Postup ptidavani Chelatonu III pro pozadovany graf se zobrazuje v pravé ¢asti okna.
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i
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8. Po ukoncent titrace oteviit zalozku ,, Vyhodnoceni titrace*:
o e | [ i | it |
ket s Absorbance text.
Mcom: =l S
wimwvww[nﬂ frok it.  objem [mi] mbrw[']‘
[n—_' ‘ Prpetovany objem fmi] L g el all
fo2 S 2 0,2 0.55%
=—— e

o= ||| oo | | | == e

0,6 - - = = = =t 4 0,6 0,85

’B.ﬂ meﬁﬁ 5 0.8 0,816

| ro— MEAIT VYMAZAT POSLEDN] | 6 1 0,777

| v | — — - 7 11 o1
[z o ORI, 8 12 0.0%
rl.l— 9 1,3 0,032

| [ | s (F 10 14 0,031

'315 "—' — 1 15 0,031

ll.& 12 16 0,031

| | 13 17 0,031
F‘:— " 1.8 0,031

| o 15 2 0031 v

9. Pro vyhodnoceni titrace je nutné prolozit grafem dvé ptimky:

a) pro prolozeni pfimky, ktera prochazi strmou Casti grafu pted bodem ekvivalence je nutné vyplnit
hodnoty v levé ¢asti zalozky

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

Potradova ¢isla jednotlivych titraci mizeme vycist z pole ,, Vystup méieni“. Po stlaceni tlacitka
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» VYHODNOTIT se ptimky prolozi grafem a urci se jejich prusecik, ktery lze vycist z pole
wEkvivalencni objem“.
10. Po provedeni tii opakujicich se titraci oteviit zalozku ,,Statistické vyhodnoceni analyzy“:

Predoodadane cbjemy | Fotometrcka tirace | Vybodnoceni birace  Statstcké vihodnocen'analizy | Ubens |

Bhivaienny

cbyemy fmi] Tye vyhodnecen! Staustce vyhodnocen|
1,15
1,13

T Pofadové Gl trace 113
Ve (] 1,13 1,15 117

Beenvalenéni sbjemy vypint runé -
R=¥3-Viw L17-L,13=009m

sdmémeho nda = 22.5.2014 21:55

arend Qriest odchiost
wm.m Kiiickd hodnots Q(3,0,05) = 0,341
QL = (V2 - VIR = (1,15 - 1,15)/0,04 = 0,500 >
11

Vinen
VAPOLITAT STATISTIRU Q) = (¥3- VIR = (1,17~ 1,15)/0,04 = 0,500 >
115 V3 nend odehié

L2 Statishoeé zoracovini vysleda)

Poadové Galo race 123
Vekv [m] 1,13 1,151,17

c_Chel I ] 0,01103 0,01083 0,01065
prdmé c_Chel_ITI [molf] 0,01103
smérodsts odchyka 3 [malf] 0,00022
et smirodatng odchyka (%) 2,02

11. Po zadani 3 ekvivalenénich objemu vybrat z rolovaci nabidky ,, Typ vyhodnoceni:
a) , Vypoclet piesné koncentrace odmérného Cinidla“ pro vypocet piesné koncentrace odmérného
roztoku Chelatonu III
b) ,, Vypocet mnozstvi médi v nezndmém vzorku“ pro vypocet obsahu médi ve vzorku.
Vysledek statistického zpracovani dat se zobrazi v poli ,,Statistické vyhodnoceni®.
12. Zalozka ,, UloZeni* slouzi k ulozeni namétenych a vyhodnocenych dat. Je tieba predbézné si vytvorit
cestu pro jejich ulozeni (vytvofit si slozku a zkopirovat sdresu):

é objemy | tivace | vy itirace | Statstcké vyhodnocen anabjzy  Uofen’ |

Cesta pro ulofeni vystupu

9, C: \Fotometricka titrace |1 tirace. txt wor visTue MEReNE
Cesta pro ulofeni grafu
9 C:\Fotometricka tirace | L titrace.png ULOZIT GRAF

Generovéni grafu po stisku Haditka ULOZTT GRAF mife trvat nékolk sekund,

Cesta pro ulojen/ statistky

4 C:\Fotometricka titrace | L titrace _stat. txt ULOZTT STATISTIKU

Statistické vyhodnoceni vysledkii analyzy

Pro statistické vyhodnoceni vysledk analyzy pouzit matematicko-statistického postupu dle Dean-
Dixona, ktery se pouziva pro zpracovani malych soubord paralelnich vysledkii, jez jsou obvykle
k dispozici pti analyzach praktickych vzorkd.

1. Vysledky mj; setadit podle rostouci velikosti.
2. Vypoéitat rozpéti souboru R = mj3 - my.
3. 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 Qs a Q; dle rovnic

_m—m, =

o, = 7 O R

m, —nmy

a porovnat je s kritickou hodnotou Q(3, o) z tabulce statistickych konstant (tab. III).
Je-li Q3 nebo Q; vétsi nez Q(3; 0,05), znamena to, Zze piislusna hodnota je zatizena hrubou
chybou a musi byt ze souboru vyfazena.

4. Vypocitat primérnou hodnotu my jako hodnotu nejblizsi spravnému vysledku

S

i

Wl)C =

Vyhodnotit variabilitu paralelnich vysledkl, jako miru pfesnosti stanoveni vypocitat
smérodatnou odchylku s (jako chybu jednotlivych méteni) podle Dean-Dixona z rozpéti R

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

6



s=R-k

5. Presnost méfeni charakterizovat také smérodatnou odchylkou priméru sy
s  R-k
S =F—=—
X . .
Vi Wi
6. Protoze se smeérodatna odchylka vztahuje k urcitému definovanému provedeni analyzy

a obvykle zavisi i na obsahu stanovované slozky, vyjadfit presnost ve vztahu ke
stanovovanému mnozstvi jako relativni smérodatnou odchylku s,

s [%]=—--100
m_

x

7. Pokud je znama smérodatnou odchylku s a primér my, lze jako vysledek analyzy definovat
interval (v jednotkach vysledku), v némz s uréenou pravdépodobnosti lezi spravny vysledek
(jde o definici intervalu spolehlivosti)
my =+ 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 ﬁ Ki 0
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 fotometrické titrace

Pfi vyhodnoceni stanoveni Cu?" v nezndmém 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.

2. Statistické vyhodnoceni vysledku analyz.

3. Zdivodnéni mozného chybného stanoveni.



