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Optické metody

Analyticka chemie je &dni obor, jehoz cilem je vyuZivat metody uplgici se i
chemické analyze lateKi smesi. Pokud chemickou analyzou ziskame informace o
piitomnosti prvik nebo latek ve vzorku, jedna se o kvalitativni mzbV pripac, Ze se
dozvime o mnozstvi jednotlivych priki latek ve smisi, hovdime o kvantitativnim rozboru.
Dle zpisobu provedeni chemické analyzyizeme metody #it do nekolika skupin
(chemické, elektrometrické, sepamg optické a dalsf). My se budeme zabyvat pouze
metodami optickymi.

Optické metody jsou zalozené na interakci elektigmetického z&eni se zkoumanou
latkou. MiZzeme je rozélit do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinu tvenetody, pi kterych
dochazi k vyminé energie mezi 2z&nim a zkoumanou latkou. Souh&ne nazyvame jako
spektroskopické nebo spektrometrické, pro UV-VISasbtéZ spektrofotometrické Do
druhé skupiny pa&t metody, @i kterych se energie nevyifuje a zéeni neni pouze své
vlastnosti pi prostupu latkou, jako je néjlad st&eni roviny polarizovaného &tla

(polarimetrie) nebo z#ma rychlosti sétla (refraktometrief:

Spektroskopie

Elektromagnetické Z@ani je pojem pouzivany v optice a ozu@ elektromagnetické
vinéni. Z vysledk studii interakce mezi hmotou aredim byla vytvéena teorie, dle které ma
z&eni dualni charakter, to znamend, Ze ma povahwein@drazi se, lame se, ohyba se), ale
i korpuskulérni(chova se jako nespojity prougstic — fotoft).* Dale se budeme zabyvat
pouze vinovym charakteremizi.

VInové vlastnosttohoto z&eni miZzeme popsat pomocékolika velicin:?>

- vinova délkaX =1 [m]) —je draha, kterou urazi vinghem jednoho kmitu.
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Obr. 1: Vyznam vinové délky.



- frekvence = kmitdet L = 1 [Hz]) — udava peet kmiti elektromagnetické viny za

sekundu, na obr. Zbhem 1 s doslo ke 2 kniitn, a proto frekvence je 2 Hz.
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Obr. 2: Vyznam frekvence.
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- vinocet (E) = 1 [cmi'] ) — udavé peet vin gipadajicich na drahu 1 cm. Na obrazku

nize fipadaji na 1 cm 2 viny, viret je 2 cnit
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Obr. 3: Vyznam vingtu.

Energii gendSenou elektromagnetickym fesdim posuzujeme dle fotometrickych

veli¢éin nag. dle z&ivého toku. Ten je definovana jako podiltizé energie acasu
prochazejici v usitém mist danou plochodyV literatuie je rékdy tato velkina ztotofiovana

s intenzitou zé&eni.

kdeE je energie zi#ni,t je ¢as aSje oz&ena plocha.



Rozdgleni spektralnich metod?

Spektralni metody je mozno ragid podle nasledujicich kritérii:

1) zkoumana latka pohlcuje (absorbujeyyzaiuje (emituje) zéeni

Pod pojmemabsorpce rozumime pohlceni titého kvanta elektromagnetickéhoiedi
latkou (atomenti molekulou). Atomy nebo molekulyrpchézeji ze zakladniho stavu (s nizsi
energii) do stavu excitovaného (s vyssi energii).

Emise je & opany nez absorpce. Atomy nebo molekuly se nachaxtiovaném stavu
(stavu s vysSi energii)fippiechodu do stavu zakladniho (s nizSi energii) dadhé@xolneni
energie ve form elektromagnetického gni.

Na obr. 4 je znazodma vynena energie i) absorpci a emisi &ni u atomu. Zakladni

N1

energeticky stav je ozden k a vysSi energetické stavy & B.
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Obr. 4: Princip vyniny energie mezi elektromagnetickyniedim a atomemipabsorpci a emisi Zani.

Molekuly, atomy¢i ionty jsou schopny absorbovétemitovat elektromagnetické isni
pouze ukitych vinovych délek (frekvenci). Soubo¥chto vinovych délek nebo frekvenci
z&eni absorbovanych (emitovanych) latkoutz@me nazvat jako absaérp (emisni)
spektrum. Tento jev je Agoben tim, Z€astice se nachazeji witych kvantovych stavech,
které se energeticky liSififprechodu ze z&kladniho stavu (stavu s nejnizsi dhelgistavu

N 1

excitovaného (stavu s vysSi energii) je z#glat energie odpovidajici energetickému rozdilu
se vyzédi takova energie, ktera odpovida rozdilu mezingix¢i vice energetickymi hladinami.
Castice tedy absorbuji (emituji) ig@i takovych vinovych délek, jejichZ energie odjplayii
piechodu mezi energetickymi hladinami, jak jeé&tid obr. 5. Zakladni energeticky stav je

N 1

opét ozna@&en K a vySSi energetické stavy & B.
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Obr. 5: Rechod elektroth mezi energetickymi hladinami atomii pbsorpci a emisi 2éni; zdroj:

http://www .superphysics.tripod.com/clip_image00802.jpg.

Dle Einsteinova — Planckova vztahu je energieridefinovana nasledujici rovnici.

E=h@=¥=h@:@7,

kde h je Planckova konstanta (6,625 *£@.s),c je rychlost elektromagnetickéhoreai ve
vakuu (3 - 1B ms?), ostatni veliiny jsou popsany vyse. Na zakéatbhoto vztahu rizeme
fici, Ze frekvence a viret jsou pimo unerné energii zé&eni a vinova délka je energii
ne@imo umerna. Jak bylo patrné z obr. 4ii pbsorpci nebo emisi vice energetickéhtena

dochazi k posunu ke kratSim vinovym délkam, codywgpz vySe uvedenéeho vztahu.

2) absorbovan&i emitované z#eni pohlcuji nebo vysilaji

irtenzita

atomy nebo molekuly lirde

Z tohoto hlediska rizeme metody roziit na atomovou
a molekulovou spektroskopii. Na obr. 6 vidiméikfad lirie

¢arového spektra atom¥ porovnéni se spektrem molekul

N 1
I

na obr. 8 je toto spektrum jednodussi. Je to démpze u »

atomi dochazi pouze k elektronovymigghodim, kterée 5
Obr. 6:Céaroveé spektrum atomu.



E o, T odpovidaji charakteristickym liniimeéram) ve spektru.
%’ U molekul je situace slo&i. Atomy v molekulach

Eq ! wibradni

navic neustéale vibruji kolem svych rovnovaznychopol

a zarova celd molekula vykonava ratai pohyby.

Energie &chto pohyli (vibratni i rotaini) je kvantovana

E ) l—e podobrg jako energie elektronovyctigrhodi. Na obr. 7
1) ) je schématicky znazo¥n energeticky diagram, ve

Obr. 7: Energetické, vibtai arot@ni  arém je kazda elektronova hladina répéha na usity
hladiny v molekule.

pocet vibranich podhladin (odpovidaji ptu moZznym
vibraénim stavim molekuly na dané elektronové hlaglinpodobi jako je kazda vibrani
hladina rozdlena na gkolik rotatnich podhladin (odpovidaji pu moZznych roténim
stavim molekuly na dané vib&ai hladiré). Celkova energie molekuly se sklada z energie
elektromi zakladniho stavu g dale z energie vibtaiho (E) a rot&niho stavu (B.

Odstupiovani &chto energii je uvedeno v nasledujicim vztahu:

E=Ec+E, +E; pricemz
E.>>E,>>E,

Pokud energie Zani absorbovaného molekulou je men

intenzita

. . . ., . . pés
nez by odpovidalo rozdilu energii mezi¢tha elektronovymi

hladinami, niiZze dojit k pechodu na uarovni vibtaich ¢i

rotatnich staw. Toto je jeden zikledki, pra: jednotlivé linie

(cary) splyvaji a vzniklé_absotpi spektrum molekuly je

pasove. >
kS

Obr. 8: Pasové spektrum molekuly.

3) dle oblasti vinovych délek, které pouzivantegpudiu latek

V tabulce jsou uvedenytiplizné rozsahy vinovych délek a nazvy jednotlivyoletod. U

vétSiny z nich se projevi v nazvu vSechriy mozné zfisoby @leni. Rikladem niize byt
molekulova absokmi spektrofotometrie v UV-VIS oblasti (viz dale)ieké bude #novana

nésledujici kapitola.



oblast zé&eni vinova délka (fiblizny rozsah druh interakce

z&eni gama 0,01 -10 nm pochody vigadtomu

rentgenove 10— 18 nm vimf elektronové orbitaly
atomu

ultrafialové oblast (UV) 20 — 400 nm pochody veerghich
orbitalech

viditelna oblast (VIS) 400 — 780 nm pochody ve wafdch
orbitalech

blizka a stedni infr&ervena |1 — 15um vibrace atori v molekule

oblast (IR; €)

daleka infrgervena oblast |25 — 100um pievladajici rotace molekul

(FIR; FIC)

mikrovinné zéeni (MW; 0,75—-10 mm rotace molekul v plynné fazi

MV)

elektronova spinova 3cm spinové stavyskterych

rezonance (ESR) elektrori v magnetickém pol

radiové viny (RV; RW) 0,6-10m jaderny spin skterych atond

nuklearni magneticka nad 10 m v magnetickém poli

rezonance (NMR)

Tab. 1: Rozdleni elektromagnetického ini®

Molekulova absorpéni spektrofotometrie v UV-VIS oblasti

Diky experimentalni nen&fnosti, automatizaci, ipsnosti a citlivosti je
spektrofotometrie jednou z nejvice vyuzivanychrinsientalnich metod. Zabyva sefienim
a vyhodnocenim elektronovych spekter latek, ktelSoebuji elektromagnetické izni
v rozsahu vinovych délekiiplizné mezi 200 az 800 nm. Lze ji pouZzit k analyze latbkud
latka absorbuje zéni mezi 380 nm az 780 nm, jevi se nam barevémto vinovym délkdm
odpovida energie (okolo 1 — 100 eV), ktera pagtak elektronovym fechodim mezi déma

i vice energetickymi hladinami.



U molekul rozliujeme &kolik typa elektronovych fechodi:*®
- intramolekularni fechody - latka obsahuje charakteristicka fédnk seskupeni

(chromofor), jehoz elektrony jsou schopny excitace po absorpéeni,
k prechodu niZze dochazet mezi vazebnymi molekulovymi orbiw@lg, pripadré

nevazebnymi elektrony (n) do molekulovych orliitahtivazebnyclo* a T

Pro gipomenuti uvadime rozdil mezi vazebnym, protivageibna nevazebnym

molekulovym orbitalem. Elektrony vazebnych molekujich orbitafi se podileji na vzniku

chemické vazby. Jejich energie je niZzSi nez eneguiv@dnich atomovych orbité) jejichz
piekryvem vznikly. Podle rozloZeni elektronové hugtpg mizeme rozdlit na g, kde je
nejwtsi hustota elektran na spojnici atomovych jader a ma kde hustota elektrdgnje

nejwtsi mimo tuto spojnici atomovych jader. Elektronyiggné v antivazebnych orbitalech

maji vysSi energii nezipodni atomové orbitaly afigpivaji tak k zeslabeni chemické vazby.

Nevazebné molekulové orbitage nepodili na chemické vazh jejich energie je podobna

jako u vychozich atomovych orbital

piechod absorpce &ni typ latek
o - o* pod 180 nm nasycené alifatické uhlovodiky (n-pentahexan, ....)
n - o* v UV oblasti molekuly obsahujici napheteroatom s volnym

elektronovym parem (chloroformmax= 173 nm,
jodoform -Amax = 259 nm)

m- T od UV oblasti azmolekuly s vazbou - C = Cé&jm &tSi paiet vazeb
po VIS oblast v konjugaci, tim dochazi k posunu k vySSim hodnotam
vinové délky
n - T od UV oblasti azmolekuly majici na dvojné vazatom nesouci volny

po VIS oblast elektronovy par (p ketoskupina)

Tab. 2: Typy intramolekularnichr@chodi.®

Pro stanoveni latek ve VIS oblasti jsou vhodna ooZgdla, ktera absorbuji ¥éni
mimo tuto oblast (po absorpci feai dochazi¢asto k prvnim déma pgechodim), a tim

neovliviiuji mérené absorni spektrum.



- prechody s penosem naboje- u €chto gechodi dochazi k fenosu elektronu

Z jednéc¢asti molekuly na druhou, v podstate jedna o komplex, wmz se jedna
cast molekuly chova jako donor (darce) elektronudnd jako akceptor {gemce)

elektronu. Vyrazné jsou absdérg pasy v UV-VIS oblasti, kdy donorigda

elektron ze sveho vazebného orbitalfnebo nevazebného n) do antivazebného

orbitalu akceptoru. Tyto latky se chovaji jako @ik — redukni systémy nebo
jako Lewisovy kyseliny a zdsadytikladem takového systémutie byt mivodre
Zluto-zeleny roztok obsahujici ¥ea bezbarvy roztok 1,10-fenantrolinu. Pokud

oba dva roztoky smichame, vznikne roztok grveny.

Barevnost latek°

Barevnost latek souvisi s absorp

elektromagnetického géni ve viditelné oblasti

spektra. Pomoci hranolu je mozné rozlozit b e vt x
swtlo na jednotlivé vinové délky tak, jal

ukazuje obr. 7. K tomuto jevu dochazi diky tzvobr. 9: Rozklad sstla pomoci hranolu.

disperzi s¥tla, coz je zavislost rychlosti &tla

v daném prosedi na frekvenci zéni, kterd roveéZ ovliviiuje hodnotu indexu lomt.
Fialovému swtlu odpovida ve vakuu (ve vzduchu je fidbpizné stejré) vinova délka 380 nm
a cervenému 780 nm. Nejvice se lameétky fialové a nejmé# cervené. Jak jiz bylo vySe
zmirgno, latka se nam jevi jako barevna, pokud absorbuigo ve viditelné oblasti. Barva
zaznamenana nasSim okem je barvou komplementarpinidwou) k pohlcenému #éni.
Latky, které absorbuji $tlo mimo viditelnou oblast, se nam jevi jako bexamMNasledujici
tab. 3 uvadi Pblizné rozsahy vinovych délek a jim odpovidajieinu absorbovaného izmi

a barvu dopikovou, ktera odpovida barvoztoku.

absorbované ¥ani pozorovana barva vinova délka absorbovaného
zaeni
fialova Zluta 400 nm
modra oranzova 450 nm
zeleno-modra cervena 500 nm
zelena purpurova 530 nm
Zluta fialova 550 nm
oranzova modra 600 nm
cervena zelena 700 nm

Tab. 3: Zavislost barvy roztoku na vinové délcecgbsvaného z&ni.



Na jednoduchémifkladu si miZzeme objasnit je&t
podrobrji vyznam tab. 3. Do kyvety umistime barevny
vzorek obsahujici jednu latku a nechame jim proehaz
viditeIné s¥tlo. Po pfichodu z&eni dojde k absorpci
oranZové barvy ze spektra. Vyslednd barva roztaku= |

tvoirena zbylymi spektralnimi barvami, které vzorkem

prosly. V tabulce si najdeme barvu absorbovanéftenzé. opr. 10: Absorpce a pehod zéeni latkou
(v tomto fipads oranzovou). Této batvodpovida barva UMiSEnou v kyvet.

roztoku modra a absami maximum okolo 600 nm. Absafpi spektrum mZe obsahovat
jeden i vice absogmich pad. Pokud nalezneme ve spektru dva vyrazné pasgento
znamenat, Ze jedna barevna latka absorbovaknizae dvou oblastech, a nebo se jedna o
smeés dvou barevnych latek. V oboudipadech je vysledna barva roztoku isma proslym
z&enim. Uvedenou moznost dokresluje nasleduijfitilad. Ri sowasné absorpci fialového
z&eni (dophkova barva je Zluta) a oranZovehderd (dophkova barva je modra) je vysledna
barva roztoku zelena.

Veli¢iny charakterizujici velikost absorpce z&eni"*

V dokg, kdy nebyla jest vyvinuta gistrojova technika, se barevnost latek posuzovala
subjektivie — pouhym okem. Oko slouzilo jako spektrometr piditelnou oblast s nefiSi
citlivosti okolo 555 nm. Tohoto vyuzivala a dnestjeokrajow vyuziva metoda zvana
kolorimetrie. Podstatou této metody je porovnanienaity barevnych roztak latky o
znamych koncentracich s roztokem, jehoz koncenstaciovujeme. Pro svou jednoduchost je
n¢kdy vyuzivana ve Skolni praxi. Dnes sledujeme ghsord&eni pomoci fistrojove
techniky. Pokud dana latka absorbujg¢end ve viditelné oblasti, dochazi ke snizeni jeho

intenzity.

 vEotrek

¥

Obr. 11: Pichod z&eni vzorkem.

I, je pivodni intenzita z&ni,| je intenzita zéeni zeslabena &st absorbovaného podilu.



Podil intenzit zéenil al, nazyvame jako transmitan@i) nebo propustnost. Hodnota

transmitance se pohybuje od 0 do 1. Po vynasolt¥nhfidstaneme procentickou transmitanci.

T=%
@

DalSi spektrofotometrickou vélnou je absorptancen], ktera udava, kolik % zéni

dana latka absorbovala.

a=100-T (%)

Velikost absorpce fiZzeme vyjatit také pomoci absorbancg)( Tato veléina udava

logaritmicky pongr intenzity zéeni pivodniho k intenzit z&eni prosléeho.

A= IogE =-logT
@

Absorbance nabyva hodnot od 0 az doPokud méa absorbance nulovou hodnotu,
dana latka zadné t&ni neabsorbovala a propustnost je rovna jednéipéag, Ze absorbance
je o, zkoumana latka pohltila vSechnarerdi a propustnost nabyva hodnoty nula.iéba si
také uedomit, Ze pi absorbanci #Si nez 1 prochazi uz meénez 10% sitla a mala chyba
pii m&eni prochazejiciho #aéni, mize zpisobit velkou chybu ip ur¢eni absorbance.&&ina
stanoveni se proto provadi tak, aby maximalni htadabsorbance lezela okolo hodnoty 1.

Absorgini spektrofotometrii ve viditelné a ultrafialové lasti Ize vyuzit ke
kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni lateki Rvalitativnim stanoveni posuzujeme tvar,
pocet a polohu jednotlivych absampich pag ve spektru. ¥tSi paet extrémnich bad
v absorgnim spektru mZe byt disledkem ¥tSiho pdtu elektronovych fechod,
piitomnosti ¥tSiho p@tu strukturnich forem molekuly nebditwmnosti snasi absorbujicich
latek v roztoku. B kvantitativnim stanoveni vychazime z Lambert -e&a zakona. Tento

zakon vyjaduje vztah mezi absorbanci a koncentraci zkoumadks 14

A=c/¢c T

10



kde A je absorbance; molarni koncentrace zkoumaného vzorku (mol/tlou¥ka (Stka)
kyvety (cm) as molarni absormni koeficient (I.mof.cmi?). Molarni absorpni koeficient je
pro danou latku ib ur¢ité vinové délce konstantouriRéchto stanovenich vyuZivaniasto
metodu kalibrani piimky. Princip této metody spiva v pipraw sady roztok o znamé
koncentraci, jejichz absorbanci¢time proti slepému vzorku, coz je roztok, ktery dhga
vSechn&inidla mimo zkoumané latky. Z fukki zavislosti absorbance na koncentraci, ktera
vyplyva z vySe uvedené formulace Lambert-Beerowkoaa, mizeme poté wit koncentraci
vzorku. Tento zakon ma ovSenxitda omezeni. Plati pro monochromatickdéera (zéeni o
dané vinové délce) a je limitovan koncentraci dati¢/, a to v homogennich i heterogennich
systémech. fmkova zavislost plati obvykletipkoncentracictfadow niz&ich nez 16 molll,
poté dochéazi k zdkeni této zavislosti, jak ukazuje obr. 12.

A,

107 c [mol/l]
Obr. 12: Funkni zavislost absorbance na koncentraci vyplyvajichmbert-Beerova zdkona

V pipadt chemickycisté latky smirnice této zavislostiiptloud’ce kyvety 1 cm udéava
molarni absorgni koeficient. Odchylky od linearity mohou byt tgobeny jinymi druhy
interakce z#eni s hmotou (fluorescence, fosforescence), vliverauzitého zgeni
(nedostatena monochromatnost z&eni, rozptyl zéeni), vedlejSimi chemickymi reakcemi
(dimerizace, tvorba konkureénich komplex, asociace apod.) nebo chybou obsluhy
(nedostaténa cistota kyvet, heterogenni roztok — zakaleny nelmbsahem srazeninyi
nesistot)® Pokud dan& latka neabsorbuje ve viditelné oblagizeme ji pomoci vhodného
¢inidla prevést na barevny produkt a na zakladenzity zbarveni zjistit koncentrachyodni

latky v roztoku.
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Piistrojové vybaveni

K méteni absorbance se pouzivdjzmeé typy pistroja, které se liSi druhem pouZzitého
zakladniho prvku rfici jednotky. Kazdy rérici pristroj obsahuje nasledujici zakladni
sourasti:

- zdroj z&eni

- disperzni systém — filtr nebo monochromator

- kyvety se vzorkem

- Cidlo z&eni - detektor

- zobrazovaci z&ni

zdroj Zéreni monochromstar keyveta detektor zobrazovaci zafizen

Obr. 13: Zakladni prvky #ficich gistroji.

Zdroj z&eni — poskytuje v ufitétm rozsahu vinovych délek spojitéiehi o dostatme
intenzig, které je absorbovano vzorkem iiigact absorgnich metod. Jako zdroj &&ni v UV
oblasti se pouziva vodikova nebo deuteriova vybajkeo viditelnou oblast wolframova nebo

halogenova Zarovka.

Disperzni systém zd&izeni, které umailije vymezit velmi Uzky interval vinovych délek.

Takto ziskané Zéni lze poté povazovat za t&hmonochromatické. Podle typdigtroje se
pouzivaji fizné druhy disperznich soustav. Jednodus$gtrpje — fotometry maji misto
monochromatoru barevné filtry, které jsou zhotoveeypecialnich skel nebo je tvooztoky
barevnych kapalin uzéené ve specialnich kyvetach. Vymezuji ze spektraép® Siroké
pasmo vinovych délek (okolo 100 nm). V modgsich @istrojich — spektrofotometrech
nalezneme monochromator v podohranolu nebo ttizky. K disperzi (rozkladu) zéni
hranolem doch&zi vidledku tizného indexu lomu #éni o Gznych vinovych délkach

v materialu hranold.U miizky je disperze zisobena tisledkem odrazu, ohybu a nasledném

skladani odrazenych nebo ohnutych pajprsk
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Kyvety — do €chto specialnich nadobek se utumjs vzorky. Pro viditelnou oblast se
pouzivaji kyvety skletné a pro UV oblast kyvetyrt&menné. Dlezité je, aby material, ze
kterého je kyveta zhotovena, neabsorboval ve sktdwblasti. Vnini tlou¥’ka absorbujici
vrstvy a vzdalenost dvou planparalelnicBnstmusi byt konstantni, a proto je jejich cena

vysoka. Obvykle pouzivana tloik&a kyvety je 1 cm.
Detektor — prevadi energii z&ni v jinou formu energiec@sto elektrickou), kterou je
mozno n&fit. Paki sem fotonky, fotonasot®, fotoelektrické&lanky, CCD (charge coupled

device) detektory a dalsi.

Zobrazovaci zdzeni— zd&izeni, na kterém je mozno sledovat vystupni infaen&owjsi

zarizeni maji digitalni vystup, kdy je mozno celé spak sledovat na obrazovcediace.

Souasti gristroje je dale pomocna optika ustiujici tok z&eni. U reékterych gFistroja

se mize liSit pdadi jednotlivychéasti Monochromator rize byt umisin za kyvetu se

vzorkem.

Pristroje mohou byt konstrdké uspdadany jako jednopaprskové nebo vykéan
dvoupaprskové. iP jednopaprskovém uspidani se do ifstroje vlozi nejprve kyveta
obsahuijici referentni roztok, jehoz absorbanceastani jako nulova. Po vysunuti referentni

kyvety z drdhy paprsku se vlozi kyveta se vzorkem.

Obr. 14: Schéma jednopaprskového ab&uilp [Fistroje.
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V piipact dvoupaprskového uspidani je paprsek &tla ze zdroje rozglen na
paprsek prochazejici amou kyvetou a paprsek prochéazejici srovnavaci toyveTakové

uspdadani se pouziva tam, kde je nutno eliminovat néistability gistroje a absorpci #éni

kyvetami a rozpoustlly; BphuZel jsou tyto spektrofotometry podstatinazsi.

SROVNAVACI
PAPRSEK
>
i
MERNY
PAPRSEK

Obr. 16: Dvouparskovy absdmu spektrofotometr; zdroj:http://www.vscht.cz/aniejka/i/ACH-
07molekul.pdf.
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Uloha &.1: Jaké barvivo se nachazi v barevné cukrovince?
Material: Zelatinové bonbony (medvidcikteré barvy (nap cervené), seznam E — kibd

Laboratorni_ pomiicky: 50 ml kadinky (4 ks), varna konvice, stojanek sekB8mavkami,
spektrofotometr, kyveta

Princip: vychodiskem r&eni je skuténost, Ze spektratiznych cistych latek se od sebe
navzajem liSi. Pokud tedy n&ime spektra sady standardiznych latek, jejichz identitu
zname, zrérenim spektra latky nezndmé a porovnanim se spsiangard miZzeme zjistit, o
jakou latku se jedna.

Pracovni_postup: Pripravime si tolik zkumavek, kolik mame k dispozistandard.
Rozpustnim malého mnoZstvi (na §gu noZeci kapku) standardu ve vedsi pripravime
sadu standatd Zm¢time jejich spektra, ijemz dbame na to, aby absorbance {idme na
osey) leZela v rozmezi 0,3 — 1,5. Spektra si vytisknemlgo uloZzime. Zpracovani cukrovinky
(medvidka) provedeme nasledévnCukrovinku vilozime do kadinky a zalijeme malym
mnozstvim horké vody (20 ml). Alternati&ize cukrovinku ve vo&lpovdit. NeZ se pislusna
barviva z cukrovinek vyextrahuji, sestavime filtra aparaturu. Filtraci provadime pomoci
filtracniho papiru. Rpraveny vzorek fefiltrujeme. Filtrdt nalijeme do kyvety a zihime
spektrum proti voél Nezapomite po ngieni kazdého vzorku vzdy kyvetu vyplachnout.
Také si nezaponii¢e vSechna spektra popsat druhem barviva (vzorka)latist hodnoty
absorgnich maxim zkoumaného barviva. Hodnoty zaznamendjtetabulky uvedené ve
vypracovani v bodl 1.

Vypracovani:
1) Doplite do tabulky absogmi maxima jednotlivych barevnych vzdrkVyhledejte nazev

barviva obsazeného v cukrovinkdch v seznamu evidenh kod: dle jejich uvedeni na
obalu vyrobku. Poté ffrad'te ndzev a koéd barviva k b@&nzelé. Nezaponige, Ze na
zbarveni jedné cukrovinky seiire podilet i vice barviv.

barva Zelé absoépi maxima venazev barviva kod barviva
VIS oblasti [nm]

1) Jaké barvivo se nachazi v nami studované cukro?ince
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2) Allura cervai (E129) ma nasledujici chemicky vzorec.

CHsg
NaOsS

OCHj

SO3Na
l

HO

Pro toto barvivo je charakteristicka fumk skupina, kteréadi tuto latku mezi ...............

Vyzn&te tuto funkini skupinu ve vzorci.

Jak se oznauje seskupeni atoirzodpowdné za barevnost latek? ...l

Zaviér:
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Uloha &.2: Cim je zmisobeno, Ze gumovi medvidci jsou tak pegbarveni?

Material: Zelatinové bonbdényiegnych barevnych odstin(obvykle 4), spektra Zlutych
potravin&skych barviv (E102 tartrazin, E104 chinolinovéatjjitseznam E — kad

Laboratorni_pomiucky: 50 ml kadinky (4 ks), varna konvice, filtnai aparatura, filtréni
papir, stojanek se 4 zkumavkami nebo 4 malé kadspekirofotometr, kyveta

Princip: Z obalu cukrovinek zjistime jejich sloZzenietré potravindskych barviv, ktera byla
pouzita. Tyto latky jsou uvé&dy pod pismenem E &slici urkujici konkrétni druh barviva.
Diky své rozpustnosti ve véde Ize z bonbdoim vyluhovat. Barva cukrovinky fize byt
zpisobena jednim barvivem nebo&barviv.

Pracovni_postup: Pripravime si tolik kadinek, kolik mame barevnych tals Zelatinovych
bonbori. Poté do kazdé kadinky viozime jedno Zetzné barvy a zalijeme malym
mnozstvim horké vody. NeZ séigiluSna barviva z cukrovinek vyextrahuji, sestaviittri@éni
aparaturu. Filtraci provadime pomoci fittrdho papiru. Jednotlivé barevné vzorky filtrujeme
do zkumavek nebo do malych kadingkistou kyvetu naplnime zkoumanym barevnym
roztokem a prortime jeho spektrum proti védPo kazdém vzorku kyvetu vyplachneme. Ze
spektra od&eme hodnoty absotpich maxim zkoumaného barviva a zaznamename je do
tabulky uvedené ve vypracovani v kdd

Vypracovani:
2) Doplite do tabulky absomi maxima jednotlivych barevnych vzarkVyhledejte ndzev

barviva obsazeného v cukrovinkach v seznamu evrden koédi dle jejich uvedeni na
obalu vyrobku. Poté fifad'te ndzev a kéd barviva k b&nzelé. Nezaponige, Ze na
zbarveni jedné cukrovinky setde podilet i vice barviv.

barva Zelé absoépi maxima venazev barviva kod barviva
VIS oblasti [nm]

3) Porovnejte absoymi maxima Zlutého a oranZzového medvidkui#dinite barevnou
odliSnost.

4) Cervai koSenila (E120) ma
nasledujici chemicky vzorec.
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Do které skupiny barviv tato latka nalezi? ...........

Vyznaite tuto funkni skupinu ve vzorci.
Jak se oznauje seskupeni atoirzodpowdné za barevnost latek?

Zaviér:
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Uloha &.3: Pokuste se odhadnout, jaké barviva se podileibaeveni lentilek.

Material: lentilky, absorpni spektra jednotlivych barviviftomnych v lentilkach, seznam E-
kodi

Laboratorni pomiucky:
8 malych kadinek, spektrofotometr, kyvetdickia

Princip: Povrch lentilek je obarven barvivy, ktera jsou fobozpustna ve vag ¢ehoz 1ze
vyuzit @i jejich extrakci. Zbarvenidkterych lentilek je dano kombinaci dvouvice barviv.
Pod timto barevnym povrchem naleznemesjb§y pigment (titanovou &obu), ktera je vod
odolnad. Pomoci polohy a tvaru fidabsorgnich maxim v absogmim spektru mizeme
identifikovat jednotlivé druhy barevnych latek.

Pracovni postup s vypracovanim:
1) Do tabulky zaznamename dle obalu vyrobku E-kddyZzpgeh barviv. V dostupné
literature nebo na internetu vyhledame nazvy barviv a zapge roviZz do tabulky.

E kod nazev barviva nebo
pigmentu

2) Pripravime si tolik kadinek, kolik mame barevnych thais lentilek. Rizoveé a fialové
zbarveni je malo intenzivni, proto vloZzime do k&ginlveé az ti lentilky, u ostatnich
stai po jedné. Zalijeme malym mnozstvim studené vodyeehame chvili barvivo
vyluhovat. Poté progtime spektra jednotlivych barevnych roziokroti vodt a
odetteme absoni maxima, ktera zaznamename do tabulky.

barva lentilky poloha p@sabsorgnich maxim v UV — VIS oblasti [nm]
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Vypracovani:
1) Zzjistené polohy pas absorgnich maxim danych barviv porovnejte s abgofmi
spektry standaid Poté se pokustdipadit nazvy barviv.

barva lentilky nazev barviva

2) Zhodna'te pomoci ziskanych spekter rozdil mezitkeva tma¥ zbarvenou zelenou
lentilkou.

3) Pokuste se vystlit rozdil mezi barvivem a pigmentem:

4) Pro doplrni nasledujiciho textu pouzijte dostupnou literataebo internet.
VySe zmirny bily pigment se jmenuje ................ Tato slodenina ma chemicky nazev
.................. o chemickém vzorci ......... . Vzhledem K jgji .............JI miZeme pouZzit
v potravindstvi i kosmetice. Vyroba vychazi ze dvatirpdnich nerosit drazsiho ......... (o
chemickém vzorci TiQ) a .......cc.uueeeee. (o chemickém vzorci FE@D,). Z druhého nerostu
se ziskava sulfatovym #pobem za pouziti kyseliny sirove.

Otazky k vySe uvedenému textu:
a) Vypocitejte obsah bilého pigmentu v FeO ¢ TiO
M(Fe) = 56 g/mol, M(O) = 16 g/mol, M (Ti) = 48 g/tho

b) ZapiSte pomoci chemickeé rovniceigpb chemické vyroby této latky.

Zaviér:
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Uloha &.4: Analyza karotenoidnich barviv v ovoci a zelenin

Princip: Prirodni barviva podilejici se na barevnosti ovoceeteniny lze rozdit do ti
z&kladnich skupin.

Prvni skupinu tvii karotenoidnibarviva. Tyto latky obsahuji uhlovodikowgttzec
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb. Lze je ramaeéxtrahovat do nepolarnich
rozpoustdel jako je petrolether.ifkladem niize byt - karoten, ktery se podili na Zlutém,

Obr. 1: Chemicky vzore - karotenu.

oranzovémg¢erveném a fialovém zbarveni rostlin.

Druha skupina latek patdo polyfenoli. K nejznangjSim
pafti Zluté flavonoidyobsazené ndiklad v¢aji a modrégervené a OH O
fialové anthokyanyyskytujici se naiklad v jahodach,resSnich a oy 2. chemicky vzorec
cervenem rybizu. Na obr. 2 jeiklad flavonu apigeninu, ktery Ize flavonu apigeninu.
nalézt v petrzeli, celeru neboih@anku.

Treti skupinu tvé oligopyrrolovéabarviva, kanradime chlorofyly. Chlorofyl je citlivy
na teplotu pedevsim v kyselém prdsdi, kdy dochazi v jeho molekule k nahtdmbiciku za
vodik. Vznikaji tzv. feofytiny, které jsou olivévzelené az Zluté. Nasledujici rovnice ukazuje
piemenu chlorofylu na feofytin, kterou zname z domacngst piipraw hlavkového salatu
v kyselém nélevu.

Pz
—~
CHy §=C
: )
0= .

chlorofyl a feofytin a
Obr. 3: Peména chlorofylua na feofytina.

Material: vzorky ovoce a zeleniny - mrkev, pomefarage, k&up, rajsky protlak, kieni —
Safran

Chemikalie: petrolether, ethanol

Laboratorni_pomicky: tieci miska s tlotkem, stojanek se 7 zkumavkami a zéatkami,
spektrofotometr, kyveta, filttai nalevka, vata, iz, odngrny valec

Pracovni postup:

Mrkev nakrgjime na malé kousky diedi misky a fidame 5 ml petroletheru. Intenzivnim
ttenim dochazi k uvotmi karotenoidnich barviv do rozpo&dla. Rozpougdlo slijieme do
zkumavky, zazatkujeme a ponechame &eni. Tento postup opakujeme i SCegm.
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V piipac, Ze roztoky nejsou dostéte ciré (zbytky slupky nebo zrtka z ragete), je nutné
provést filtraci pes vatu. 8avu z pomerate (asi 2 ml) vymekame do zkumavky. Poté
piidame 2 ml petroletheru a intenzéviprotepeme. Po chvili dochazi k adeni vodné a
petroletherové vrstvy, ve které jsou vyluhovan&keamoidni barviva.

U jednotlivych vzork postup® nantfime absorpni spektra proti petroletheru a @tEné
hodnoty absorfmich maxim zaznamename do prvniho sloupce tabulky.

surovina absorgni maxima [nm] identifikované latky dle nize
uvedené tabulky

Stava z pomerafe

rajce

mrkev

Poté se snaZime identifikovat jednotliva karotenbiohrviva pitomna ve vzorcich. Pomoci
Vam mize nize uvedena tabulka.

karotenoid polohy pasabsorgnich
maxim v petroletheru [nm]

a - karoten 422,444, 474

B - karoten 425, 453, 479

y - karoten 437, 462, 494

B - kryptoxanthin 425, 452, 479

zeaxanthin 426, 452, 479

lykopen 444,472, 502

B - apo-8 -karotenal 457

violaxanthin 416, 440, 465

kapsanthin 450, 475, 505

kapsorubin 455, 479, 510
Vypracovani:

1) Doplite nasledujici text s pomoci internetu nebo odbbiteatury.

Karotenoidy pai do skupiny pirodnich latek zvanych ............... . Vjejich struktite je
obsazeno ...... monomernich jednotek ............ , které obsahuji ........ uhlikovych
atomi. Radime je proto mezi ............... . Jednim ze zéastupdarotenoid je B - karoten,

ktery je provitaminem vitaminu .......

2) Barvivo obsazené v r&ti ma nasledujici chemicky vzorec. VyZteav tomto vzorci
systém konjugovanych vazeb, ktery je zodjumy za barevnost této latky.

Obr.4: Chemicky vzorec barviva analyzovanéhajéete.
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Dopliujici uloha 1: Porovnani obsahu barviv obsazenycbekstvém rajeti s rafatovym
protlakem a k&upem.

Porovnejte barvivo obsazenécerstvém rajeti s barvivem v k&ipu a rajském
protlaku. Asi 1 ml k&upu nalijeme do zkumavky aigame 5 ml petroletheru. Intenzin
prottepeme a nechame aditl vodnou fazi od horni vrstvy petroletheru s vytvanymi
barvivy. Tuto vrstvu pouZijeme kd&reni. Stejny postup opakujeme i SSedpvym protlakem.

Vysledek dopiujici tlohy:

Dopliujici Uloha 2: Karotenoidy Ize nalézt i v Keni.

Jako kdeni se pouzivajiervené pestiky Safranu, které obsahuji
karotenoidni barviva. Kro#hzakladnich karotenoidse v &échtocastech rostliny
nachéazi estery krocetinutriladem nfize byt ve vod rozpustny krocin. Tuto latku 4
Ize rovreéz ziskat z rostliny Gardénie jasminové. Bect misky nasypeme 2 - 3
pestiky z této rostliny a zalijeme je vodou. Inignim trenim dochézi k uvotmi
barviva. Ziskany extrakt vifpads poteby Zzfiltrujeme. Poté nagiime absor{ni
spektrum tohoto extraktu a zaznamename hodnoty@irdoh maxim do
protokolu. Obr. 5: Safran sety.

CHs CHs OH

B S T Y e e

OH CHs CHs

Obr. 6: Chemicky vzorec krocetinu, zaklad krocinu. Obr. 7: Pestiky Safranu.

Vysledek dopiujici tlohy: Obr. 8: Gardénie jasminova.

Zaviér:
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Uloha &.5: Stanovte spektrofotometricky obsah chininu v tanik

Princip: Chinin jecéasto obsazen v napoji toniku. Tato latka ma svérabisi maximum pi
347 nm, coz je v UV oblasti, a proto nema vliv bameni napoje.

Chemikalie: vzorek — tonik s obsahem chininu, 1M kyselina ohwodikova, 25% kyselina
fosforetna, destilovana voda

Laboratorni_pomiicky: kadinky, navazovaci lotka, vahy, lztka, #i 100 ml odn&rné
baiky, stojanek s 10 zkumavkami, pipety, pipetovacstadec, spektrofotometr, kyveta,
kahan, trojnozka, keramickéa’ka,

Pracovni postup:

1) Priprava zakladniho roztoku:

Do kadinky si pipravime 100 ml sisi dvou kyselin v porru 1:1 (1 M HCI a 25% EPQy).
Odvazime gblizne presré 50 mg chininu a kvantitativnjej prevedeme pomoci 20 ml $Bi
kyselin do 100 ml odgrné baiky a doplnime po rysku destilovanou vodou. Do da{l ml
odmerné baiky pipetujeme 10 ml tohoto roztoku, 18 ml&ikyselin a doplnime po zélkeu
destilovanou vodou.

» Tim jsme ziskali zakladni roztok, ve kterém je dbshininu5 mg/100 ml. (dopite)
2) Sestrojeni zavislosti absorbance na koncentranopiidych kalibranich roztok:

Do kadinky odpipetujte 10 ml sfsi kyselin a pidame 40 ml destilované vodyiipravime si
sadu 10 zkumavek, do kterych pipetujeme mnoZstwk|dak uvadi nize uvedena tabulka.

¢islo objem zakladnihg objem srgsi kyselin koncentrace | hodnota absorbance
zkumavky|  roztoku [ml] a vody v pondru | roztoku [mg/100ml]
1:4 [ml]
1 1 9 0,5 0,08
2 2 8 1 0,18
3 3 7 1,5 0,26
4 4 6 2 0,31
5 5 5 2,5 0,39
6 6 4 3 0,50
7 7 3 3,5 0,58
8 8 2 4 0,64
9 9 1 4,5 0,75
10 10 0 5 0,83

Roztoky v jednotlivych zkumavkach zamichame. Kyvefplnime smsi kyselin a vody
v poneru 1:4 a narérené spektrum ulozime jako refetan Poté do kyvety nalijeme roztok o
nejmensi koncentraci a ze spektrademe absorbancifpvinové délce 347 nm a hodnotu
zaznamename do vySe uvedené tabulky. Timfsapem postupujeme i u dalSich roZtok
Kyvetu neni nutné dhem jednotlivych rfenich vymyvat. Z nagtenych hodnot sestrojime
kalibrani zavislost absorbance na koncentraci jednotlivpatok.

3) Stanoveni obsahu chininu v toniku:
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Do kadinky odlijeme fes 50 ml toniku a z@fvame jej na mirném ohni, abychom &sytili

oxid uhlicity. Po ochlazeni odpipetujeme 50 ml tohoto namipel00 ml odrdarné baiky,

pfidame 20 ml sisi kyselin v pomdru 1:1 (1 M HCI a 25% kPQOy) a doplnime po zri&u

destilovanou vodou. Z natfeného spektra odeme hodnotu absorbancé plnové délce
347 nm. Z kalibrani zavislosti vypeitame obsah chininu v napoji a doplnime tabulku.

vzorek hodnota koncentrace chininu
napoje absorbance z kalibrani kiivky
[mg/100ml]
tonik 0,57 3,5

Vzhledem kiedéni vzorku v pondru je koncentraceng /100 minapoje.

Zavér:  Vzhledem Kedeni vzorku v pordiru ...1:1... je koncentrace chinind..mg /100 ml
napoje.
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Uloha &. 6: Jak moc jsouifibarvované napoje?

Material: vzorek napoje obsahujici kombinaci dvou potratskgch barviv — peprmintovy
alkoholicky napoj (E133 + E102), potraviska barviva — brilantni médE133) a tartrazin
(E102) slouzici jako standard, destilovana voda

Laboratorni_pomiicky: laboratorni vahy, navazovaci I6ka, laboratorni I&ka, 100 ml
kadinka (2 krat), t§inka, sticka, 100 ml odrérna baika nebo 100 ml odanny vélec (4 krat),
stojanek se zkumavkami, lihovy fix, 2 ml a 10 mipgia, pipetovaci nastavec,
spektrofotometr, kyveta

Princip: Barevnost napéjje ¢asto zjisobena fidavanim syntetickych barviv rozpustnych ve
vod. V této Uloze jsou pouzita dpotravindska barviva. Tartrazin (obr. 1), Zluté barvivo,
které z hlediska chemické struktuiadime mezi azobarviva a brilantni ni¢dbr. 2), modré
barvivo, které pdt k barviiim odvozenych od trifenylmethanu. Absémp maximum
tartrazinu je 427 nm a brilantni mo&29 nm.

NaO3S
/—< >—503Na
Q H3C/\N+

N=N COONa
| SOsNa
Y
HO™ N |
N -
058
\\CH3 8

Obr. 1: Chemicky vzorec tartrazinu. Obr. 2: Chemicky vzorec brilaintodi.

SO3Na

Pracovni postup:

1A1) Hiprava 100 ml zakladniho roztoku s obsahem brifamtrdti piiblizné presré 50 mgq:
Na obalu daného potravirského barviva (E133) zjistime, jaky je jeho obsaltswutsi. Poté
vypocitame, kolik mg této susi bude teba navazit profjpravu zakladniho roztoku barviva.
Odvéazené mnozstvi kvantitat&npievedeme do kadinky. Roztok zamichdme &t op
kvantitativreé prelijeme do odrarné baiky a doplnime destilovanou vodou na objem 100 ml.

Vypracovani k pracovnimu postupu:

» Vypocitejte, kolik mg smisi je teba navazit, abychom ziskali roztok, ktery bude
obsahovat 50 mg barviva vobjemu 100 ml. Kwpo Vam ponaze zjiSéni
procentualniho obsahu dané barevné latky vessna obalu.

Dle poznamky vyrobce obsahuje toto potraish@ barvivo 87,37% brilantni mHdE133).

87,37% ...............50 mg
100% ..o X mg

X=57,23 mg
Navazeno pblizné presreé 58,8 mg.

87,37% ...............y mg
100% ..................58,8 mg

y=51,37 mg
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Koncentrace roztoku je 51,37.. mg/ ..100... ml. (dophte)

1B1) Redéni zakladniho roztoku nadgtitelnou absorbanci:
Jelikoz i této koncentraci zakladniho roztoku by nebylo mzngfit absorbanci, je nutné
tento roztok 100 kratiedit.

Vypracovani k pracovnimu postupu:
» Vypocitejte, kolik ml zakladniho roztoku jeeba odebrat, abychom ziskali 100 ml
roztoku, ktery bude 100 kratexkny oproti pivodnimu. 1 ml

Koncentrace roztoku je 0,5137.. mg/ ...100... ml. (dophte)

1A2) Fiprava 100 ml zakladniho roztoku s obsahem taritegiblizné presré 45 mq:

Na obalu daného potravirského barviva (E102) zjistime, jaky je jeho obsalswutsi. Poté
vypocitame, kolik mg této susi bude teba navazit profjpravu zakladniho roztoku barviva.
Odvéazené mnozstvi kvantitat&npievedeme do kadinky. Roztok zamichdme &t op
kvantitativre prelijeme do odrarné baiky a doplnime destilovanou vodou na objem 100 ml.

Vypracovani k pracovnimu postupu:

» Vypocitejte, kolik mg smisi je teba navazit, abychom ziskali roztok, ktery bude
obsahovat 45 mg barviva vobjemu 100 ml. Kwpo Vam ponaze zjiSéni
procentualniho obsahu dané barevné latky vessna obalu.

Dle poznamky vyrobce obsahuje toto potraishké barvivo 86,33% tartrazinu (E102).
86,33% .............. 45 mg

100% ..o X mg
x=52.,13 mqg — orientai hodnota pro navazeni &snbarviva

Navazeno 52,9 mg.

86,33% ...............ymg
100% ..................52,9 mg
y=45,67 mg

Koncentrace barviva v roztoku je45,67... mg/ ...100... ml. (dophte)

1B2) Redkéni zakladniho roztoku nadtitelnou absorbanci:
Jelikoz i této koncentraci zakladniho roztoku by nebylo mézngfit absorbanci, je nutné
tento roztok 25 kratiedit.

Vypracovani k pracovnimu postupu:
» Vypocitejte, kolik ml je teba odebrat, abychom ziskali 100 ml roztoku, kienge 25 krat
ziedény oproti pivodnimu. 4 mi
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Koncentrace barviva v roztoku peegkni je ...1,83... mg/ ...100... ml. (dophte)

2A) Priprava kalibranich roztok pro modré barvivo:

Do stojanku si fipravime 5¢istych zkumavek, které ozéiane lihovym fixem 1A az 5A.
Kalibraéni roztoky ziskamerednim zakladniho roztoku dle niZze uvedené tabulky.
Dopctitame a do tabulky zaznamename cljigh Udaje o koncentracich jednotlivych
kalibratnich roztoki. Obsah jednotlivych zkumavek nezapomeneme prormicha

zkumavka zakladni roztok [ml] destilovana voda [mlkoncentrace barviva
[mg/100 ml]
1A 1 4 0,10
2A 2 3 0,20
3A 3 2 0,31
4A 4 1 0,41
5A 5 0 0,51

2B) Friprava kalibrénich roztok pro Zluté barvivo:
Do stojanku si ppravime 5¢istych zkumavek, které ozéiane lihovym fixem 1B aZz 5B.

Kalibracni roztoky ziskamerednim zakladniho roztoku dle niZze uvedené tabulky.
Dopcasitdme a do tabulky zaznamename dljiglh Udaje o koncentracich zbylych kalibnéch

roztoki. Obsah jednotlivych zkumavek nezapomeneme prormicha

zkumavka zakladni roztok [ml] destilovana voda [mlkoncentrace barviva
[mg/100 ml]
1B 1 4 0,37
2B 2 3 0,73
3B 3 2 1,10
4B 4 1 1,46
5B 5 0 1,83

3) Nantgieni spekter kalibgmich roztoki obou barviv a od#eni absorbanceripvinové déice
absorpniho maxima:

Nyni promeiime absorpni spektra jednotlivych kalibéaich roztok obou barviv proti voél

Postupujeme od roztoku s nejmenSi koncentraci a jalsledni m&ime nejvice

koncentrovany roztok. Vyhodou tohoto postupu jenémusime vymyvat po kazdéngi@ni

kyvetu. V mist absorgniho maxima 629 nm pro modré barvivo a 427 nm putézarvivo

odeiteme hodnotu absorbance. Tu pak zaznamename dkytabu
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¢islo zkumavky absorbance absorbance
roztoku modrého| roztoku Zlutého
barviva barviva
1 0,16 0,17
2 0,35 0,38
3 0,52 0,58
4 0,70 0,79
5 0,88 0,99

Ze ziskanych hodnot absorbanci sestrojime kalitbragrafy zavislosti absorbance na
koncentraci jednotlivych roztakpro modré a Zluté barvivo.

2) Priprava roztoku vzorku:
Kyvetu naplnime vzorkem a praiiime jeho absokmi spektrum. V mist absorgniho

maxima pro modré barvivo (629 nm) ¢tlame hodnotu absorbance a zapiSeme ji do tabulky.

Poté odpipetujeme 2 ml vzorku do zkumavky i#dg@gme 2 ml vody. Obsahulladns
zamichame. Qg nalijeme do vymyté kyvety a zZitime spektrum. Od¢eme hodnotu
absorbance pro Zluté barvivo v jeho abgofm maximu (427 nm).

vzorek absorbanceip629 nm| absorbancéipi27 nm
peprmintovy 0,75 0,54
alkoholicky napoj

3) Vypocet koncentrace barviv v napoji:
Z kalibrani kiivky vypoc¢itame koncentraci barviv. Nezapofite vypaitanou koncentraci u
Zlutého barviva nasobitislusnou hodnototedni.

Vypocet koncentrace brilantni mbic regresni rovnice kalibrace:
y=1,737% - 0,0095

0,75=1,7374 - 0,0095

x = 0,44 mg/100 ml = 4,4 mg/1000 ml

Vypocet koncentrace tartrazinu z regresni rovnice kadiér

y=0,561& - 0,0346

0,54 =0,5618 - 0,0346

x=1,02 mg/100 mb 2 - 1,02 mg/100 mkédeni) = 2,04 mg/100 ml = 20,4 mg/1000 mi

Zavér: Tento alkoholicky napoj obsahuje modré a zluté ivankteré spolén¢ ve snesi

davaji vysledné zelené zbarveni. Koncentrace modvétviva je 4,4 mg/ | a Zlutého barviva
20,4 mg/l.
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Nazev: Méreni pH
Zadani: Zjistéte, jaké pH majittzné chemickeé latky: kyselina, zasada, citron, ocet

Chemikalie a pomicky: HCI (0,1 mol/l), NaOH (0,1 mol/l), ocet, citrongdla soda
NaHCG;, mineralni voda; 6x kadinky (libovolného objeminfraline Graphic, pH elektroda

Nakres aparatury:

pH elektroda

PC USB ¢&i seriovy kabel

Princip:

zasadaje latka, ktera jekceptoren{piijemcem) protonu

kyselinaje latka, ktera jelonorem(darcem) protonu

Kyseliny i zasady élime podle miry disociace (roZgeni na ionty) na silné (Uplna disociace)
a slabé (jertasténa disociace). Ndfklad jednosytna kyselinelA (tzn. Od&pujici jeden
vodikovy kation) disociuje ve véchasledovs: HA + H,O — Hz:O™ + A

K vyjadrovani koncentrace 40" byla z praktickych @ivodi zavedenastupnice pH, ktera
charakterizuje kyselost nebo zéasaditost roktgdd mize nabyvat hodnot mezi 0 — 14,
piicemzZ roztok o pH 7 je povaZzovan za neutralni, s pHza kysely a s pH > 7 za zasadity.

Nastaveni néficich parametri: vzorek/s, niieni 10 s

Postup: K Infraline Graphic fipojte pH elektrodu. Vypéitejte pH 0,01 mol/l HCI a 0,01
mol/l NaOH. Zntite jejich pH, zndite pH octu, roztoku citronu, jedlé sody a mineralni
sycené vody. Hodnoty zapiSte do tabulky.

Do zawvru napiste vysledky #ieni.

Doplite tabulku:

Univerzalni indikatorovy papirek | Naméfené
Vzorek e
priblizné pH barva pH
HCI 0,1 mol/l
NaOH 0,1 mol/l
Ocet
Citron
Jedla soda
(NaHCO3)

Mineralka (HCO3)

Zavér:
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Nazev: Méreni vodivosti

Zadani: Porovnejte vodivost destilované vody, vodovodndyomineralni vody, citronové
Savy a roztoku kuchyské soli

Chemikalie a pomicky: destilovana voda i vodovodni voda, mineralni vaitapnova
gtava, kuchyiska sil; kadinky (5x 150 ml); Infraline Graphic, kondukbetrickécidlo

Nakres aparatury:

konduktometrické ¢idlo

PC USB nebo seriovy kabel

Princip: Roztoky fiznych latek maji itznou vodivost. S rostoucim mnozstvim ipnt
v roztoku roste vodivost, nebgraw ionty zprostedkovavaji vedeni elektrického proudu
v roztocich. Destilovana voda jako takova Zzadnéyioozpusénych latek neobsahuje a proto
neni dobrym vodiem elektrického proudu.

Nastaveni néficich parametri: vzorek/s, niieni 10 s

Postup: Pripravte si do kadinek 100 ml destilované, vodovodnineralni vody, citronové
gfavy a roztoku kuchiské soli. V programu DidexPro nastavt€iiti parametry. Zréite
vodivost jednotlivych roztoka zapiSte je do tabulky.

Do zhodnoceni zapiSte vaSe poznatky&temi, zhodntte samotné gteni.

Do z&¥ru napiste vysledky #teni.

Ukoly:
1) Do nasleduijici tabulky vyfile zmétené hodnoty vodivosti:

Roztok vodivost G [mS

Destilovana voda

Vodovodni vodal

Mineralni voda

Citronova gava

Kuchynska sl

Zhodnoceni:

Zaviér:
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Doba experimentu: cca 15 min

Znalosti studerit chemicka rovnovaha, disociace kyselin a zasgenppH
Experiment: laboratorni, demonsind

Nazev: Zména pH v zavislosti na gfitomnosti CO,
Zadani: Zjistéte, jak se rani pH se vaziistajicim mnoZzstvim COve vod
Chemikalie a pomicky: 250 ml kadinka, sklema trubtka; Infraline Graphic, pH elektroda

Nakres aparatury:

pH elektroda

v

ty €inka

PC USB nebo seriovy kabel

Princip: pH roztoku neni konstanta, je zavislé také n&jSich podminkach. Jednim
z dilezitych faktofi ovliviwujicich pH je pitomnost gkterych absorbovanych plynjako je
nag. CQO,, ktery se ve vo#l rozpousti za vzniku kyseliny ubii€, kteracaste&né disociuje
podle nasledujicich rovnic:

CO; + H,O — H,CO;5

H,CO;+ H,O — HCGOs + H:‘;OJr

HCOs + H,0 — H30" + CO,”

Vznikajici ionty O™ pak okyseluji roztoksimz se snizuje jeho pH.

Nastaveni néficich parametri: vzorek/s, kontinualni steni

Postup: Sestavte aparaturu dle ndkresu. Nastavte uvedegiiéi parametry. Do kadinky
nalijte 200 ml pevaené destilované vody o pokojové teploNachystejte si skiénou
trubicku. Spuste mefeni a vyfukujte truliikou do vody vzduch. Pozorujte Zny pH
v zavislosti na mnozstvi vfouknutého vzduchu. Fgigkkontinuali (¢i alespa pravidelrg)
asi 5 minut.

Do zhodnoceni zapiSte vaSe poznatkyéteni a zhodngie samotné gteni.

Do z&¥ru napiste vysledky #teni.

Ukoly:
1) FiloZzte nangtenou Kivku:
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2) Vyswitlete zavislost:

Ve vydechovaném vzduchu se nachazi oxidc¢ifli Jeho vdechovanim do vody dochazi
k jeho absorpci, rozpousti, vzniku kyseliny uhtiité a jeji disociaci. Nasledkem vzniku
oxoniovych ionti HzO" dochazi ke snizovani pH ve vdoH klesa nejprve razariinale
postupr se pH ustaluje, protoZe dochazi k nasyceni vody CO

3) Zamyslete se a zkuste vyHit, pro¢ pii méreni pouzivate igvaenou vodu:

Prevarena voda je pouZita z tohdwbdu, Ze obsahuje jen minimélni mnoZstvi absorbékan
oxidu uhlgitého, ktery byl pevaenim vypuzen. festo delSim stanimiggde do vody C@ze
vzduchu, proto je experiment vhodné prostéitined po pevaeni a ochlazeni a nebo vodu
uchovavat v dote uzavené nadobs uzkym hrdlem.

Zhodnoceni:

Zavér. pH roztoku se s snizuje s mnozstvim vdechnutéhoatnd az do wité hodnoty, kdy
dochazi k nasyceni roztoku oxidem dhjyim. V naSem fipact doSlo ke snizeni pH
z hodnoty cca 7 na hodnotu 4,3.
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Nazev: Acidobazicka titrace silné kyseliny silnou&sadou s indikaci bodu ekvivalence za
pouZiti acidobazického indikatoru

Zadani: Ur¢ete neznamou koncentraci HCI
Chemikalie a pomicky: destilovana voda, HCI (vzorek), NaOHiépna koncentrace),

methykervei (prechod 4,2-6,3 pH); kadinky (250 ml, 2 x 50 ml); hdtka, michadlo, byreta,
titraéni baika, analytické vahy

@%
[

(7

( )

Nakres aparatury:

Princip: Titrace je jedna z laboratornich metod kvantitgtianalyzy. Nejasgji se vyuziva
k stanoveni neznamé koncentrace latky ve vzorkunémem objemu. Titrace sfiva

v pridavku znamého objemu znamé latky o zndmé konagrtea. odnérnéhocinidla) az do
tzv. bodu ekvivalence, kdy prébne reakce analytu a odmehocinidla prav zcela pesré

ve stechiometrickych pofrech danych chemickou rovnici. V praxi se pouzieazkseni

bodu ekvivalence mnoha metod, daegjtji vSak tzv. acidobazickych indikatiorkteré reaguji
na bod ekvivalence zimou barvy. Tato barevna 2Zma ovSem nemusi byliznymi osobami
identifikovana stej&, protoze vnimani barev je subjektivni. Spravnesttgké ovlivitna

vybérem barevného indikatoru.

Postup: Sestavte aparaturu dle nakresu. Do ditrabaiky dejte 10 ml HClI o nezndmé
koncentraci a dopte vodou na cca 200 ml, dejte na mighaa gikapnéte asi deset kapek
methykerveré. Naphite byretu titr&nim roztokem NaOH o znamé koncentraci. Titrujte do
zmeny zbarveni Zervené na Zlutou. Odite spotebovany objem NaOH, do$te jej do
vyjadiené rovnice a sgitejte koncentraci kyseliny.

Do zhodnoceni zapiSte vaSe poznatkyétami, zhodnéte experimentalni chyby a samotné
méteni.

Do zawru napiste vysledky #ieni.
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Ukoly:
1) ZapiSte rovnici reakce; pokud budelta, vyislete ji.
HCI + NaOH— H,O + N& + CI

Z pomeru latkovych mnoZzstvi a znamych i vyjadiete hledanou koncentraci:
N(HCIl) :n(NaOH) =1:1
n(HCI) = n(NaOH)
c(HCI) . V(HCI) = ¢(NaOH) . V(NaOH)
c(HCI) = ¢(NaOH) . V(NaOH) / V(HCI)

2) ZapiSte vSechny zname ity i odesteny objem a z vySe odvozeného vzorceigpjie
neznamou koncentraci:

c(HCI) = ? (vhodna je koncentrace okolo 0,1 mol/l)

V(HCI) =10 ml = 0,01 |

c(NaOH) = 0,1687 M

V(NaOH) = 6,5 ml = 0,0065 | (odeeny obejm)

c(HCI) = ¢(NaOH) . V(NaOH) / V(HCI)
c(HCI) = 0,1687 . 0,0065 / 0,01
c(HCI) = 0,1096 M

Zhodnocent:

Zavér. Vzorek kyseliny chlorovodikoveé ghkoncentraci 0,1096 mol/I.
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Doba experimentu: cca 40 min

Znalosti studerit zaklady acidobazickych rovnovah, pojmy pH, tigaeaklady analytické
chemie
Typ experimentu: laboratorni, demonstra

Nazev: Acidobazicka titrace silné kyseliny silnouasadou s indikaci bodu ekvivalence
pomoci pH elektrody

Zadani: Ur¢ete neznamou koncentraci HCI
Chemikalie a pomicky: destilovana voda, HCI (vzorek), NaOHiépna koncentrace);

kadinky (250 ml, 2 x 50 ml); mickika, michadlo, mikropipeta, analytické vahy, Ininali
Graphic, pH elektroda..

pH elektroda

/

a

Nakres aparatury:
Pierron

bod ekvivalence {
@]

o o o’ NG

}

USB nebo seriovy kabel

PC

Princip: Titrace je jedna z laboratornich metod kvantitgtianalyzy. Nejasgji se vyuziva
k stanoveni neznamé koncentrace latky ve vzorkunémem objemu. Titrace sfiva
v pridavku znamého objemu znamé latky o zndmé konagrtea. odnérnéhocinidla) az do
tzv. bodu ekvivalence, kdy prébne reakce analytu a odmehocinidla prav zcela pesré
ve stechiometrickych pofrech danych chemickou rovnici. V praxi se pouzieazkseni
bodu ekvivalence mnoha metod, daegtji vSak tzv. acidobazickych indikatiorkteré reaguji
na bod ekvivalence zimou barvy. Tato barevna 2Zma ovSem nemusi bytiznymi osobami
identifikovana stej&, protoze vnimani barev je subjektivni. Spravnesttgké ovlivitna

vybérem barevného indikatoru. Proto je vyhegin vyuZit tzv. objektivnich metod detekce,

kdy je bod ekvivalence indikovan pomoci fyzik&echemickych metod a kdy krhto chybam
nedochazi. Jednou z takovych metodze byt potenciometrie. Vifpad acidobazickych
reakci je vyuZit fakt, Ze v okoli bodu ekvivalertechazi k maximalni zems pH” a inflexni
bod je dan mistem, kde se tiimh kiivka (zavislost pH na ifdaném objemu od#nného
¢inidla) meéni z konk&vni na konvexnéi naopak V podstéat jde o bod pesrt mezi
pomysinymi oblouky na titéai kfivce (viz nakres), proto se titrace provadi cca
dvojnasobku nutného objemuriganého odrrného ¢inidla, nez je v bo# ekvivalence.

"CERMAKOVA, L. et al.: Analyticka chemie.lPraha: SNTL, 1984, 320 s. ISBN 04-610-8
s. 188
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Zjisteni bodu ekvivalence lze i nadalerepnit vyuzitim pokréilych matematickych metod
jako jsou 1. a 2. derivacdikky. Po provedeni¢chto derivaci vznika novérikka a bodem
ekvivalence je vfipact 1. derivace jeji maximum a Vipact druhé derivace fiseik s osou
Xx. Nezndmd& koncentrace vzorku se pak ¥yf@doze znamé koncentrace a $pbbvaného
objemu odndrnéhocinidla v bod ekvivalence.

Nastaveni néficich parametri: vzorek/10 s, kontinudlni &eni; mikropipeta: 0,3 ml

Postup: Sestavte aparaturu dle nakresu. 10 ml HCI o neérioncentraci dopte vodou na
cca 200 ml a dejte na mictka. Odlijte si do malé kadinky roztok NaOH o znamé
koncentraci a &kolikrat zkuste techniku pipetovani. V programu &i8ro nastavte #&ici
parametry. Spuse meteni, ale prvni fidavek odmirnéhocinidla pridejte aZz po nagfené
prvni hodnot. Titrujte pomoci mikropipety az do ndieni celé titrani kiivky, pribéh
sledujte na obrazovce. Po &mni odeététe cas v bod ekvivalence (mozZnost vyuzit sptani
prvni nebo druhé derivace v programu DidexPro)p@mreoci znamych rychlostitiolavku
odnmerného cinidla a velikosti objemu jednotlivych figavka spcitejte p@idany objem
odmernehocinidla v bod ekvivalence.

Do zhodnoceni zapiSte vaSe poznatkyétemi, zhodnéte experimentalni chyby a samotné
meteni.

Do z&¥ru napiste vysledky #teni.

Ukoly:
1) Zapiste rovnici reakce; pokud budelta, v¢islete ji.
HCI + NaOH— H,O + N& + CI

Z poneru latkovych mnoZzstvi a znamych @i vyjadiete hledanou koncentraci:
N(HCI) : n(NaOH) =1:1
n(HCI) = n(NaOH)
c(HCI) . V(HCI) = ¢(NaOH) . V(NaOH)
c(HCI) = c(NaOH) . V(NaOH) / V(HCI)

2) FiloZzte nangtenou titr&ni kiivku:

11

. | Titracni kiivka (Cervend) a jeji 1.
] derivace (modrd), jejiz maximum

| urduje¢as bodu ekvivalence.
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3) ZapisSte vSechny znamé ity | odeteny objem a z vySe odvozeného vzorce:Bpjie
neznamou koncentraci:

c(HCI) = ? (vhodna je koncentrace okolo 0,1 mol/l)

V(HCI) =10 ml = 0,01 |

c(NaOH) = 0,1687 M

rychlost gidavkucinidla: 1x/10 sec.

Velikost pridavku: 0,3 mli

V(NaOH): bod ekv. 240 s, tzntipavek¢inidla byl 24x — 1x (prvni fidavek byl vynechan) =
23X.

V(NaOH) =23 .0,3ml =6,9 ml =0,0069 |

¢(HCI) = ¢(NaOH) . V(NaOH) / V(HCI)
c(HCI) = 0,1687 . 0,0069 / 0,01
c(HCI) = 0,1164 M

Zhodnocent:

Zavér. Vzorek kyseliny chlorovodikoveé ghkoncentraci 0,1164 mol/I.

Pozn.:

- Uloha mize byt kombinovana s tlohou, kdy Za¢ippavi odnérny roztok NaOH o
piesné koncentraci, kterou zjisti titraci na zakldétiiu kyselinou avelovou

- pozor, aby si studenti gdomili dosazovany objem kyseliny. Sigedi 10 ml vzorku
na 200 ml, ale do vy@tu se dosadi 10 ml, protoZe stanovuji koncentralcoto
vzorku.

- Pridavek odmirnéhocinidla je mozné volit dle p&eb, stejg jako koncentraci vzorku
a odngrného cinidla. Uvedeny navod jeijpraven s ohledem na unosnou délku a
piesnost stanoveni.
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Fotografie:

stanoveni barviva v cukrovinkach

Ik

stanoveni barviva v napojich

spektrofotometr
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zavislost pH na pfitomnosti oxidu uhli¢itého
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