ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA PEDAGOGICKA

KATEDRA CHEMIE

BAKALARSKA PRACE
STANOVENI ZELEZA VE VODE
SPEKTROFOTOMETRICKY

Adéla Turcova

Prirodovédnad studia, obor Chemie se zamérenim na vzdéldavdni

Vedouci prace: Ing. Jan Hrdlicka, Ph.D.
Plzen, 2014



Prohlasuji, Ze jsem bakalarskou praci vypracovala
samostatné spouzitim uvedené literatury a zdroju
informaci.

V Plzni, 30. ¢ervna 2014

vlastnorucni podpis



Podékovani

Rada bych podekovala svému vedoucimu prace Ing. Janu Hrdlickovi, Ph.D. za
vedeni mé bakalaiské prace, za jeho Cas, rady, pfipominky a trpélivost pti konzultacich.
Zaroveti dékuji katedfe chemie FPE ZCU v Plzni za moZnost vyuZiti laboratoii,
laboratornich pomtcek a chemikélii. Ve vSsem mi bylo ze strany katedry vyhovéno.
Déle bych chtéla podékovat svym pratelim a piibuznym, kteti mi poskytli vzorky vod
ze svych studni. Na zavér dékuji svym nejbliz§im, ktefi mé podporuji a véii v mé

schopnosti.



OBSAH

OBSAH

2.1
2.1.1
2.1.2

2.2
2.2.1
2.2.2
223
2.2.4

23
2.3.1
232
2.3.3
234
2.3.5
2.3.6

24

2.5
2.5.1
252
2.5.3
254
2.5.5
2.5.6

3.1

3.2

3.3
3.3.1
3.32
3.3.3

3.4

3.5
3.5.1

3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.3
3.6.4

3.7
3.7.1

UVOD.cucociiinsssnssssssssssssssssssssssssssasssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 1
TEORETICKA CAST..coueumrieneeunsenseensessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssasess 3
OPTICKE ANALYTICKE METODY .....eoviniiiiniieiieireinetentenienieeneeeeeresenensensenne 3
Viastnosti elektromagnetického zareni.................ccccccevevervvencnenannn.. 4
Zakladni veliciny charakterizujici elektromagnetické zareni ........... 5
KLASIFIKACE SPEKTROMETRICKYCH METOD ...ovvvvvieeeeiiiiirieeeieeeeeeeeennveeess 6
Povaha vymény energie mezi hmotou a zdrenim.............................. 6
ADSOTPCe @ €MISE ZATENI ... 7
Atomova a molekulovad spektra................ccccoovvveviiieciiiiiiiiian, 10
Rozsahy vinovych délek elektromagnetického zareni..................... 11
OPTICKE PRISTROJE A JEJICH SOUCASTT .....oouveurinriiiniiniiniieieeieeeeeeneneeees 12
ZAV0J€ ZATONI ...ttt 12
Zarizeni pro umiSténi VZOVKU .............cc.cccouveeeeeeeiieeniieeeiieeeeeene 14
Disperzni systém a pomocnd Optika.................cc.ccocveeeeveeceeenennnan, 14
Detektory ZAFeNI..............cccuveeiiieeieeeie e 17
Vyhodnocovact zarizent ................ccccooceeioieiiiiiiiiieeeeee e 17
USpOTAdANT PFISTFOJUL ........ccuooeeveeieeiieeieeeeee e 17
MOLEKULOVA ABSORPCNI SPEKTROMETRIE V UV A VIS OBLASTI ............ 18
SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENT. ....c.coctiiiiniiniiniinienieiciciecienee e 20
SPEKIFOfOIOMELT ...t 20
Praktické VYUZItT...........c..cooovieiiiiiiiieee e 21
Konkrétni vyuziti spektrofotometrie................ccccocvvvevenciinccnnanne.. 22
SANOVENT KOVIL ...t 22
Metody stanoveni koncentrace analytu...................ccccccvevevennnne.. 23
Hodnoceni a chyby spektrometrickych méreni ................c.............. 24
PRAKTICKA CAST ..ouueuneuneeneensseenssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssens 26
POUZITE METODY: ...ttt 26
SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALIT....c..covuiiiiniiiienieneeieeeenieee e 26
PRACE S ROZTOKY ....oiiiiiiieiiiniieniieieeiteeieete sttt ettt et st 27
MetOAAl .............ooooeoiaiiiicie e 27
MetOAA?2 .............oooieeieeeee e 27
MetOAA 3 ... 29
PRISTROJE A POMUCKY .....evvuiiniiniitenienieniteitetetentesnestesieeseeseenensenseseenaes 29
SPEKTROFOTOMETR HITACHI U-2001 ....cccocoiiiiiiiiiniiiiicieniceieene, 29
Prace a meéreni na spektrofotometru Hitachi U-2001 .................... 30
VOLBA METODY ...ttt 32
Postup prace u metody 1I..............cccccovveviveeiiiiiaiiieeiiieeeieeeeee 32
Postup prace umetody 2............c.cccooveeioiiiiiiiiiiiee e 35
Postup prace u metody 3.............cccooveveeiiiieiiiieiie e 39
Porovndni metod..................ccoccevviiiiiiiiiiiiiiiie e 43
KOMPLEXNI POSTUP PRO VLASTNI MERENT VZORKU ......cccccvrveureienennenne. 45
OADEE VZOTKUL ...t 45

3.7.2  KONnzervace VZorkil................cccccovveeiiiiiiiiiiiiiaieee e 45
3.7.3  Meéreni vzorkii — nastaveni metody ,, Photometry scan“................. 46
3.7.4  Namerené hodnoty .............cccocceuiieviiioiiiiiiiiaieiiee e 48

3.8 VYSLEDKY A DISKUZE «evtuuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaennaaeeeseereennnaaaaess 49



3.8.1 Hodnoceni namerenych hodnot ...................cccocceeeveveieirencnannene, 49
3.8.2  Diskuze — volba metody ...............cccooceveeviiiaiiieeiiieiiiieee e 51
3.8.3  Odebrané vzorky ...............cccccceevieioiieiiiiiiiiiieei e 53
3.8.4 Hodnoceni vysledkii...............cc..cccoueevviiaiiiiiaiiiiieiiiieeiieeeceeeeee e 53
B ZAVER caeeeeeeeeeeeeeeeesesesesssesesssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssnsssssssssssnsasssssssssssnsnsns 61
SRESUME....eeoeeeveeeeeeeeesessssesesesssssssssssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssssnssssssssssssssssnns 63
SEZNAM POUZITE LITERATURY A ZDROJU....ooeeeeeeeerereeerereresesesenns 64
SEZNAM OBRAZKU, TABULEK, GRAFU A DIAGRAMU.........cuuuu..... 66

PRILOHY eeeeeeeeeeeesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses |
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1 Uvop

Zelezo je nejrozsifenéjSi pfechodny kovovy prvek na Zemi, v hojné mife se
vyskytuje v zemské kiife, je soucasti zemského jadra a jeho pfitomnost je prokazana i
vibec. Zelezo je pro nds neSkodné a pro spravnou funkci organismu nezbytné. Na
zaklad¢ jeho dillezitosti se mnozstvi Zeleza kontroluje, a to v lidském séru a dale se

vénuje pozornost obsahu Zeleza v pitné vode¢.

V této bakalatské praci se budu vénovat problematice tykajici se stanoveni
zeleza ve vod¢. Jak jiz bylo zminéno, zelezo ndm neublizuje, ale piesto jej v naSich
vodovodech nechceme. Divodem je nepifijemnd svirava chut, zékal a usazovani
sloucenin Zeleza v trubkach, kotlich, bojlerech a dalSich domacich spotiebicich, kde
zpusobuji korozi, coz zkracuje Zivotnost zafizeni. Pfitomnost Zelezitych iontl je piisné
kontrolovana, nebot’ hodnota obsahu Zeleza je jednim z nejdulezitéjSich ukazateli
kvality pitné vody. Na zéklad¢ stanoveni zeleza ve vodé jsme schopni fici, zda je voda
pitna a zda splituje normy CSN. Normy pro koncentraci Zeleza jsou vztazeny na vody
pitné, balené, pramenité, kojenecké a studni¢ni. Stanoveni Zeleza ve vod¢ lze provést
nékolika zpisoby, metodami a pfistroji. Ja jsem ve své praci vyuzila fotometrickych
metod, zaloZenych na reakci Zeleza s komplexotvornou slouceninou. Pro stanoveni

Zeleza ve vodé jsem si vybrala tfi metody, které se staly naplni pro experimentalni ¢ast.

Cilem této prace je porozuméni podstaty spektralnich metod a osvétleni
zékonitosti, podle kterych jednotliva stanoveni probihaji. Prostudovat spektralni metody
a dostupné navody, které by ptichazely v uvahu pro stanoveni Zeleza ve vod¢. Sezndmit
se s ptistrojem HITACHI U-2001, na kterém bude uskutecnéno vlastni méfeni vzorki.
Vybrat vhodnou metodu, dle které bude méfeni probihat. Pfipravit pracovni postup pro

stanoveni obsahu Zeleza pomoci spektrofotometrie.

Bakalatsk4 prace je rozdélena na dvé zdkladni Casti, €ast teoretickou a Cast
experimentalni. Teoreticka ¢ast pojednava o optickych analytickych metodach obecné.
Zabyva se vlastnostmi elektromagnetického zafeni, dé€lenim spektrometrickych metod,
uspofadanim optickych pfistroji a podrobnéji se pak vénuje spektrofotometrii —
principy a vyuzitim. Po seznameni se s problematikou spektralnich metod nésleduje ¢ast

experimentalni (prakticka).
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Praktickd ¢ast predstavuje seznam pouzitych chemikalii, postupy pro ptipravu
pracovnich, zasobnich a kalibra¢nich roztokii. Dale je vénovana pozornost nastaveni
spektrofotometru, na kterém se uskutecnila kalibrace tfi metod urcenych pro stanoveni
zeleza. Tyto metody jsou pak nazékladé kalibrace a pomoci dalSich kritérii
porovnavany. Vysledkem porovnani je zvoleni jedné metody, dle které je realizovano
vlastni meétfeni odebranych vzorki. Nameétené hodnoty odebranych vzorkd jsou
zaznamenany do tabulek a grafii. Posléze pomoci namétfenych hodnot probéhlo

vyhodnoceni vysledk, jez je soucasti diskuze.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 OPTICKE ANALYTICKE METODY

Pojem optické metody predstavuje soubor fyzikalné-chemickych metod, jejichz
podstatou je interakce elektromagnetického zareni se zkoumanym vzorkem — analytem.
Tento mechanismus, zalozeny na interakci hmoty a elektromagnetického zafeni, je
typicky pro vSechny znamé optické metody, které 1ze celkem jednoduse rozdélit na tzv.

metody spektrometrické a nespektrometrické.

Pro metody spektrometrické plati, Zze pfi nich dochazi k vyméné energie mezi
zafenim a zkoumanou latkou. Principem reakce je excitace ¢i deaktivace atomi,
molekul, iontil, poptipadé radikali. Mizeme tak fici, Ze dochazi bud’ k absorpci, nebo
k emisi zateni. Mechanismus interakci mezi elektromagnetickym zafenim a hmotou je
pro vétsSinu spektrometrickych metod dobfe znam. U nespektrometrickych metod
nedochdzi k vyméné energie, jedna se zde pouze o ovlivnéni urcitych vlastnosti
prochazejiciho zafeni. Mezi tyto vlastnosti patii napf. rychlost, rovina polarizace c¢i

rozptyl. -2

Dnes jiZ pojmenovani optické metody povaZzujeme spiSe za historické a termin
nahrazujeme oznafenim spektralni metody, ackoli to neni jedno a to samé. Jednoduse
feCeno, metody, pifi kterych dochazi k vyméné energie mezi vzorkem a zafenim,
souhrnné oznacujeme jako metody spektralni (spektrometrické). Dochdzi pii nich
k emisi nebo absorpci zafeni. Spektrometrické metody piedstavuji majoritni slozku
optickych metod. Spektrometrické metody jsme schopni délit na metody emisni a

absorp¢ni, a ty dale na metody spektrometrické molekuloveé a spektrometrické atomové.

Energie se mez
hmotou a zifenim

Metody sk

Py Metody absorpini .
spektralni Metody atomové

Energie se
hmotou a zifenim
vyménuje

Metody Metody molekulové

Obr. 1 Schematické rozdéleni spektralnich metod
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Minoritni slozku optickych metod ptedstavuji metody, pfi nichz nedochdzi
k vyméné energie. Do této skupiny patii metody, které vyuzivaji indexu lomu
(refraktometrie a interferometrie), otaCeni roviny polarizovaného zafeni (polarimetrie,

piip. spektropolarimetrie) a rozptylu a interference zateni (difrakéni metody). @)

V kazdé odborné literatute se setkdime s pojmem optické metody. Musime si ale
davat pozor, jak tento termin chape dana literatura. Ve svych pocatcich se optické
metody zabyvaly pouze déji ve viditelné oblasti na stupnici elektromagnetického zareni.

Toto pojeti se vlivem vyvoje a potfeb zmenilo. Bylo zapotiebi, aby optické metody

zahrnovaly celou stupnici elektromagnetického zatfeni, a to od zafeni gama az po
1,2)

radiové mikroviny.

Obr. 2 Elektromagnetické spektrum ()

2.1.1 VLASTNOSTI ELEKTROMAGNETICKEHO ZAREN]{

Elektromagnetické zateni ma soucasné vinovy a korpuskularni charakter. Jedna
se o dudlni koncepci zafeni, na =zaklad¢ které popisujeme vlastnosti
elektromagnetického zateni. Podle této teorie dualniho charakteru zafeni mizeme tvrdit,
Ze zéateni ma vlnové vlastnosti, tj. lame se, odrazi se, ohyba se, atd. a zaroven se mlze

chovat jako proud elementarnich kvant energie, fotont, jeZ se pohybuji jako Castice.

Dualni podstatu zateni spojuji dvé vyznamné rovnice Planckova a de
Broglieova. Prvni rovnice definuje vztah mezi energii fotonu (F) a frekvenci zateni (v)

a fika, ze elektromagnetické zateni je formou (nositelem) energie:
E=h-v

kde h je Planckova konstanta, h = 6,625- 107 ] - s (Joulersekunda).
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De Broglieova rovnice pfifazuje pohybujici se ¢astici urcitou vinovou délku (4):

kde h je Planckova konstanta, m je hmotnost &stice a v je jeji rychlost. ¢
2.1.2 ZAKLADNIi VELICINY CHARAKTERIZUJiCi ELEKTROMAGNETICKE ZAREN{

Frekvence (kmitoCet) v —udava pocet kmiti za sekundu. Zakladni jednotkou je
1 hertz (Hz), jez odpovida 1 kmitu za sekundu. V praxi se Casto setkdvdme s nasobky

této jednotky, nejcastéji s kHz, MHz.

Vinova délka A — je vzdalenost, o kterou postoupi vina za dobu jednoho kmitu.
Zakladni jednotkou je 1 m, ale mnohem &ast&ji se pouZivaji mikrometry (10°m)a

nanometry (10 m).

Vinocet ¥ — odpovida pievracené hodnoté vinové délky (v = 1/4), ktera

oznaluje po&et vin ptipadajicich na drahu 1 cm. Jednotkou vinoétu je cm'™.

Rychlost zdareni v — vzdélenost, o kterou postoupi vlna za sekundu. Je déna
vztahem v =7v-A. Ve vakuu ma -elektromagnetické zafeni nejvyssi rychlost
¢ (2,9979.10°m-s™). V ostatnich prostfedi je rychlost ¢ mensi. Pro zjednodugeni

predpokladame v = ¢. & 2

Kmitocet, vinova délka (popft. vinocet) a rychlost zafeni spolu souvisi vztahem:

C ~

v=—-=c-V

Z uvedenych informaci vyplyvd, Zze elektromagnetick¢é zafeni je
charakterizovano kmito¢tem, vinovou délkou, rychlosti a energii zateni. Tyto veli€iny

spolu souviseji a jsou dany vztahem:

Miuzeme tedy fici, ze frekvence a vlnocet jsou pfimo imérné energii zafeni a

naopak, Ze vlnova délka je energii nepfimo tmérna. © )
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2.2 KLASIFIKACE SPEKTROMETRICKYCH METOD

Existuje né€kolik kritérii, podle kterych jsme schopni rozdélit spektrometrické
metody. Prvnim kritériem je interakce mezi hmotou a zafenim, kdy k vymeéné energie
bud’ dochézi, nebo ne. DalSim kritériem je povaha vyménované energie. Pti interakci
dochazi bud’ k vyzareni, uvolnéni energie v podobé¢ elektromagnetického zareni, nebo je
energie latkou pohlcena. Energetické zmény se muzou tykat atomd nebo celych
molekul. V neposledni fadé jsou spektralni metody klasifikovany podle jednotlivych

elektromagnetickych spekter.
2.2.1 POVAHA VYMENY ENERGIE MEZI HMOTOU A ZARENiM

Atomy a molekuly jsou schopny pohlcovat nebo vyzatovat energii a ménit tak
svij energeticky stav z niz§iho stupné na vyss$i a naopak. Energie piijata i vyzafena
muze nabyvat pouze urcitych diskrétnich hodnot. Vyménéné energie se v jednotlivych

ptipadech lisi velikosti rozdilu AE mezi po¢atecnim £, a konecnym stavem Ej,,:

AE = Ekon _Epoé h-v

Pro atomy plati, Ze energii pfijimaji nebo vyzatuji pouze elektrony. Tato energie

odpovida ptechodiim mezi energetickymi hladinami a znaci se AE,,;.

Pro molekuly plati, Ze se skladaji z atoml a Ze energie molekul je ovliviiovana
prave atomy, které neustale vibruji kolem svych rovnovaznych poloh. Tyto polohy jsou
dany chemickou vazbou. Jednotlivym vibra¢nim stavim odpovida urcita energeticka
hladina, energie je zde kvantovana. Disledkem vibra¢niho pohybu atomt je vznik
tzv. vibracnich energeticky podhladin. Rozdil energie mezi jednotlivymi podhladinami
znaCime AE,;,,. Dale vykondva pohyb sama molekula. Tento pohyb nazyvame
rotatnim. Také energie téchto pohybil je kvantovana. Diisledkem rota¢niho pohybu
molekul je vznik tzv. rotacnich energetickych podhladin. Rozdil mezi jednotlivymi

rota¢nimi stavy oznacujeme jako AE,,,, plati:

AE,,; << AE,;, << AE, @
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2.2.2 ABSORPCE A EMISE ZARENI

Absorpce zéafeni je interakce latky X se zafenim o hodnoté energie, ktera

odpovida vyrazu hv za vzniku excitované formy (latka energii ptijima):

X+hy > X*

Rikame, e pfi absorpci dochdzi k pohlceni energie za vzniku excitovaného
stavu. Latka absorbuje zafeni o urcité vinové délce. Uspotadany soubor téchto vinovych
délek, které latka absorbuje, predstavuje absorpéni spektrum. Toto spektrum je
charakteristické pro urCitou latku, kterou tak Ize podle absorpéniho spektra
identifikovat, popfipad¢ odvozovat jeji strukturu. Absorbované vinové délky jsou

kvantitativnim ukazatelem. @ >

Pri méreni absorbance se setkavame s nékolika veli¢inami

Transmitance neboli propustnost T je definovana jako pomér toku
monochromatického zafeni propusténé¢ho latkou po absorpci @ k toku vstupujiciho

zateni @:

Absorptance a je charakterizovana jako podil toku monochromatického

absorbovaného zéteni k toku vystupujiciho zatreni:

U propustnosti a absorptance je zvykem uvadét vysledné hodnoty v %.

Absorbance neboli extinkce A udava, kolik svétla bylo pohlceno danou latkou.

Jedna se o bezrozmérnou veli€inu a 1ze ji definovat na zakladé propustnosti vztahem:

o
A= —IOgT = —loga
0

Absorbance zafeni je popsana nékolika vySe uvedenymi vztahy, které
v integralni podobé vedou k Lambert-Beerovu zakonu. Podle Lamberta je ubytek
intenzity svétla pfimo Umérny tloustce absorbujici vrstvy. Beer ukazal, Ze

v transparentnich rozpoustédlech je absorpcni koeficient linearni funkci koncentrace
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rozpusténé latky. Z téchto poznatkli pak vyplyva formulace Lambert-Beerova zdkona ve
tvaru:
A=¢-c-l
kde:

£;je molarni absorpcni koeficient (konstanta pro danou latku za danych

podminek pii ur¢ité vlnové délee) v dm* mol™cm™,

¢ je koncentrace absorbujici latky v mol-dm™,

[ je tloustka absorbujici vrstvy v cm.

v
v

Obr. 3 Lambert-Beeriiv zakon
Absorpce zareni pri prichodu kyvetou

Z uvedeného Lambert-Beerova vztahu lze vycist, Ze nulovou absorbanci ma
vzorek, ktery nepohlti zadné svétlo. Pokud by se absorbance rovnala jedné, znamenalo
by to, Ze vzorkem proSla praveé jedna desetina svétla. V piipadé, Ze by absorbance byla
zaporna, vzorkem by prochazelo vice svétla neZ nulovym vzorkem (blankem). Zaporna

absorbance je nameétena z pravidla v diisledku hrubé chyby a nespravného méfeni.® "

Platnost zdkona ma urcitd omezeni. Zakon plati pouze pro zfedéné roztoky
s koncentraci niz§i nez 10 mol-dm™. Dalsi podminka pro jeho platnost je, aby veskera
energie absorbovand latkou ptechédzela v energii tepelnou. Z toho vyplyva, Ze nesmi
dochazet k fluorescenci nebo rozptylu zafeni. Platnost Lambert-Beerova zakona je
nutnym predpokladem pro jakadkoli spektrofotometrickd nebo fotometrickd stanoveni.
Platnost se nejéastéji ovéfuje vynesenim funkéni zavislosti A = f(c) pfi konstantni

tloust'ce pohlcujici vrstvy.
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Molarni absorpcni koeficient (g;) charakterizuje studovanou latku. Jeho hodnota
se zjistuje pfi maximalni absorpci, tedy pii vinové délce odpovidajici maximalni
absorbanci (A4,,,, ). Pfi jejim pouziti k vypoctu je dilezité si uvédomit, ze tato
hodnota €; byla zjiSténa v urCitém systému a nelze ji tedy pouzivat za obecnou

konstanty, (>>%

Emise zafeni je d&j k absorpci opacny. Latka, ktera byla prevedena do vyssiho
excita¢niho stavu, pfechazi uvolnénim energie ve formé zaieni do excitacniho stavu
nizs§iho nebo az do stavu zakladniho. Jedna se o tzv. deexcitaci, hmota uvoliiuje energii,

ktera odpovida vyrazu hv:

X*->X+ hv

Uspotadany soubor vinovych délek, které dana latka vyzatuje, se oznacuje jako
emisni spektrum. Toto spektrum je pro urCitou latku charakteristické, tak jako jsme se
s tim setkali u absorpéniho spektra. MnoZstvi emitovaného zéafeni je charakterizovano

Scheibe-Lomakinovo rovnici v logaritmické podobé¢:

log® = blogc +loga

kde a a b jsou konstanty charakteristické pro urcitou ¢aru ve spektru a ¢

odpovida koncentraci latky ve vzorku. @

E Neziiivy

piechod
h
A
A
E;
y
Eq

Absorpce i Emiise: Eigi e 1

Obr. 4 Schéma absorpce, emise a fluorescence zareni (%)
Znazornéni energetickych podhladin (Eo, E;) vynesenych v podobé zvysujici se energie na ose y



TEORETICKA CAST

2.2.3 ATOMOVA A MOLEKULOVA SPEKTRA

V tomto pifipadé nas bude zajimat, zda dochdzi ke zméné energie atomil nebo
celych molekul. Mame na mysli metody atomové a molekulové spektrometrie.
Diulezitym faktem je, ze spektra atomu se liSi od spekter molekul. Spektra atomt jsou

¢arova (emisni nebo absorpéni) a spektra molekul jsou pasova.

Carové spektra jsou reprezentovana tizkymi liniemi, které vznikaji v disledku
pfechodu mezi jednotlivymi stavy atomi. V molekulach dochazi k pocetnym
energetickym pfechodiim, neni to tak jasné jako v piipad¢ atomii. Prechody v molekule
se lisi velice malym energetickym rozdilem. Nejsme je schopni rozlisit, a proto nam
splyvaji do tzv. past. Spektra pasova jsou tedy tvofena rtuzné Sirokymi pasy, které
vznikaji soucasnou zménou elektronového, vibraéniho a rota¢niho stavu molekuly nebo

« a 2,5
pouze rotaéniho a vibraéniho stavu. %>

Priklady spekter:

Spojité spektrum je takové spektrum, které obsahuje vinové délky o urcitém
rozsahu. Piikladem spojitého spektra je disperze bilého svétla. Ziskame tak souvisly pas
spektralnich barev. Spojité spektrum je typické pro pevné latky. Dale se setkdvame se
spektry emisnimi a absorpcnimi. Ty lze délit na spektra cdrova charakterizujici atomy

latek a spektra pdsova charakteristickd pro molekuly.

Carové spektrum, obsahuje pouze fadu ostrych ¢ar, mezi kterymi se nachazi
neosvétlené tmavé pasy. Jednotlivé ostré ¢ary oznacujeme jako spektralni ¢ary (Obr. 6).
Pasové spektrum, pro které jsou typické sady SirSich pruhti — past. Tyto pasy
jsou tvotfeny prekryvajicimi se spektralnimi ¢arami, které nejsme schopni rozlisit, proto

se nam toto spektrum jevi jako pasové (Obr. 6). 2.9)
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Atomy Molekuly
E
E Hlekironove
hladiny
Vibraini
3 — Yy F hiadiny
E2
Rotaind
ﬁ v -i_ hladiny
E, X
Y
Eg —
A
A A B
E E
y
y
C A D A

Obr. 5 Schematické znazornéni absorpce a emise pro atomy a molekuly latek (2)

U atomi dochazi k absorpci (A) a emisi (C) zafeni pouze mezi elektronovymi energetickymi
hladinami. V pripadé molekul je absorbovano (B) nebo emitovano (D) zareni o mnohem vétSim
poctu vinovych délek, z divodu mnoho vibracnich a rota¢nich hladin.

Atomy Molekuly

Spekiralni

a pis (kfivka)

4 /

Carové spekirum A Pasonwé spekirunm A

Obr. 6 Prislu$na spektra pro atomy (¢arova) a molekuly (pasova) ()

2.2.4 ROZSAHY VLNOVYCH DELEK ELEKTROMAGNETICKEHO ZARENI{

Dalsim kritériem pro klasifikaci spektrometrickych metod je oblast vlnovych
délek studovaného elektromagnetického zafeni. Tento zplisob je hojn& vyuzivan. Casto
se odrazi do ndzvi samotnych metod — rentgenova, ultrafialova, viditelné a infracervend
spektrometrie. Rozsah vlnovych délek vyuzivaného elektromagnetického zarfeni je

zna&ny a nabyva hodnoty od pm (102 m) aZ po desitky metrd, tj. v hodnotach energie
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od 10°do 107 elektronvoltii. Tento zptisob déleni je velice prakticky a ndzorny (Tabulka

v s o v , , . , ’ v,o (5
1). Zafeni miZe byt dale charakterizovano pomoci frekvence a vlno&ti.

Tabulka 1 Elektromagnetické zareni vyuzivané v chemické analyze (2)

Délka viny  Druh zifeni Spektralni metoda
(Fadové)
m radiové viny nukledrni magnetické rezonance
cm mikroviny elektronova paramagneticka
rezonancni spektrometrie
mm infradervené zafeni (IC) IC spektrometrie
nm viditelné, ultrafialové zareni UV a VIS spektrometrie
(VIS, UV)
<1 nm rentgenové zéfeni (RTG) RTG spektrometrie

2.3 OPTICKE PRISTROJE A JEJICH SOUCASTI

Ackoli se v optickych metodach setkavame s riznymi experimenty, moznostmi a
formami stanoveni, tak pfistroje pro spektralni analyzu jsou ve smés podobné a maji své
charakteristické ¢asti, jeZ jsou pro vSechny metody spolecné. Jednd se o tyto Casti:
zdroje zafeni, zafizeni pro umisténi vzorku (napf. rizné kyvety v absorpcnich
metodach), dale disperzni systém a pomocnd optika (filtry a monochromatory
usmériiujici tok zafeni), detektory zafeni (slouZici k méfeni intenzity zafeni) a

v neposledni fad¢ vyhodnocovaci a zobrazovaci zafizeni.
2.3.1 ZDROJE ZARENI

Jedna se o tu Cast piistroje, ktera umoznuje bud’ excitaci vzorku, jez poté emituje
charakteristické zateni (toho se vyuZziva v emisnich metodach). Dal§i moZnosti je, Ze se
emituje primarni zafeni, které je vzorkem absorbovano, anebo pozorujeme fluorescenci.

Absorbanci pal 1ze méfit a sledovat pomoci absorpénich metod.

Pro metody atomové emisni spektrometrie plati, Ze zdrojem zatreni je vlastni
vzorek prevedeny do atomérniho stavu, ktery podstupuje excitaci v disledku dodani
energie. Existuje mnoho riznych fyzikalnich principii a procest, které umoziuji
vyzafovani zafeni. Energii muzeme dodat néckolika zpisoby: termicky (ohfevem
v plameni), pomoci energie v plazmatu vyboji elektrickych zdrojii, predanim energie
fotonti (laserem) nebo urychlenymi Casticemi. V téchto piipadech je zafeni emitovano

z ultrafialové a viditelné oblasti.
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V metodach absorpcnich a fluorescencnich, u kterych nedochazi k vymeéné
energie, sledujeme prichod zafeni vzorkem. Toto zafeni mlize mit nékolik zdrojua, které
jsou poté charakteristické pro jednotlivé metody. Zdrojem zéafeni mohou byt rozzhavené
tuhé latky, vybojky (elektrické vyboje v plynech a parach kovil), déale laserové zdroje,

, : “r o 2
rentgenova lampa a radiofrekvenéni civky. >

Zdroje zafeni muzeme délit pomoci vysilaného spektra na spojité, Carove,
popiipad¢ pasové zdroje zafeni. DalSim kritériem dé€leni je oblast vinovych délek

vydavaného zareni, ktera je charakteristicka pro urcité spektrometrické metody.

V oblasti UV zateni (200-400 nm) u metod molekulové absorpéni spektrometrie
se nejcastéji vyuziva jako zdroj zatreni spojitého spektra vodikova a deuteriova vybojka
(H, a D, vybojka) a dale xenonova vybojka, které je také zdrojem spojitého spektra

(v rozmezi 250-1000 nm) a setkavame se s ni v metodach molekulové fluorescence.

Pro oblast UV a VIS zateni se vyuzivaji spektralni lampy, napft. rtutova vybojka,
jez je zdrojem ¢arového spektra u metod atomové absorpcni spektrometrie a atomové
fluorescence. Rtutovou vybojku bychom mohli nahradit vybojkou s dutou katodou,
kterd je v souCasné dobé& nejcastéjSim zdrojem zafeni pro metody atomové absorpéni

spektrometrie.

Pro oblast UV, VIS a IC je zdrojem &arového spektra laser, vyuZivany
v metodach molekulové absorpéni spektrometrie a molekulové fluorescence. Laser ma
n€kolik vyhod, napt. vysoka monochromati¢nost zafeni, jeho frekvencni stabilita, velka
intenzita zareni, Uzky paralelni paprsek, mald divergence (rozbihavost) svételného

paprsku, ktery z laseru vystupuje.

Pro oblast VIS a IC (v rozmezi 360-3000 nm) pouziviame wolframovou Zarovku
s rozzhavenou spirdlou, kterd je naplnéna inertnim plynem. V tomto pfipadé se jedna

o zdroj spojitého spektra u metod molekulové absorpéni spektrometrie.
Pro rentgenové zafeni je charakteristické vyuziti rentgenové lampy, kterad
poskytuje spojité spektrum pielozené spektrem carovym. Rentgenova lampa je typicka

pro RTG spektrometrii.

Pro uceleni je jesté uvedeno zafeni dlouhovinné v rozsahu mikrovin a radiovych

vIn, kde jsou vyuzivany radiofrekvenéni civky a klystrony (specialni elektrody). ¢ '?
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2.3.2 ZARIZENIi PRO UMISTENI VZORKU

U metod atomové spektrometrie neni vzorek nijak ukotven a uzavien ve
specidlnim zatizeni. Vyskytuje se ve form¢ oblaku atomi, které¢ absorbuji nebo emituji
zareni.

U metod molekulové spektrometrie jsou vzorky umistény do specidlnich
stény jsou schopny propoustét svétlo o urcité vinové délce. Bézné jsou vyrabény ze skla
nebo z plastu (pro jednorazové pouziti). Jestlize ale chceme analyzu provadét v UV
oblasti zafeni, je zapotfebi pouzit kyvety zkiemenného skla a pro IC pracovat
s kyvetami z halogenidi nékterych kovl, nejcastéji z chloridu sodného a bromid
thalného. Kyvety mohou byt planparalelni — vymezené plochymi rovnobéznymi sténami
nebo valcovité kruhového prifezu. Specidlnim typem kyvet jsou kyvety prutokoveé,
které jsou pevné zabudovéany v pfistroji (fotometru). Urychluji méfeni, jelikoZ s nimi

nemusime sloZité manipulovat. '
2.3.3 DISPERZNI SYSTEM A POMOCNA OPTIKA

Disperzni systém tvoii zakladni ¢ast optickych pfistrojti. Slouzi k vymezeni
zateni o ur¢itém spektralnim intervalu vinovych délek. Zakladni ¢ast optickych pfistrojii
tvofi monochromatory a filtry, diky kterym si miZeme zvolit urcitou vilnovou délku.
U jednodussich aplikaci se vyuziva filtri, které vymezuji jeden nebo dva rozsahy
vinovych délek. Pokud ale chceme vymezovat vice rozsahti vinovych délek nebo métit
v Sirokém rozsahu spektra, pouzivime monochromatory. U kvalitnich pfistroji
povazujeme zatfeni prochazejici vzorkem za monochromatické. Za jednotlivé optické
vlastnosti ptistrojit odpovida hlavné disperzni systém, ktery ptistroj charakterizuje. Neni
divu, ze pravé na disperzni prvky je kladen velky diraz a ze se pro jednotlivé

spektrometrické metody tyto prvky ligi.
Monochromatory

Jednd se o opticka zafizeni, ktera umoziuji izolovat pouze urcity pas
pozadovanych vinovych délek a propoustét tak pouze malou ¢ast spektra. Vstupujici
zafeni je rozdéleno na fadu monochromatickych paprskili, z nichZ je vybirdna pouze
pozadovana vlnova délka. Diky monochrométoru jsme schopni ménit vinovou délku

podle potfeby. Monochromator je slozen ze vstupni a vystupni Stérbiny, pomocné
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vvvvv

(disperzni mtizka nebo hranol). Hlavni funkci disperznich prvka je rozklad spojitého

spektra na jednotlivé vinové délky.

e Hranoly
U léamavého hranolu dochazi kdisperzi polychromatického svazku
rovnobéznych paprski (v disledku odlisného indexu lomu zafeni o rtiznych vinovych
délkach). Index lomu je odlisny pro rizné vinové délky. Zareni s mensi vinovou délkou
se lame vice nez zareni s vétsi vinovou délkou. Tento disperzni prvek bychom nasli

spise u star§ich piistroji. V moderni spektrometrii se s nim setkavame vyjimeens.

Obr. 7 Rozklad svétla hranolem (11)

o Mrizky

Principem mfizky pouZivané ve spektralnich pfistrojich je rozklad zafeni.
Disperze zafeni je v tomto piipad¢ diisledkem odrazu nebo ohybu (difrakce) zéfeni a
interference odrazenych ¢i ohnutych paprski. Mrizka je plocha z transparentniho
(prahledného) materialu, jez je opatfeny fadou rovnobéznych ¢ar neboli vrypd. Mtizky
mohou mit tzkou §térbinu, kudy prochazi svazek rovnobéznych paprski. Stérbiny
mohou byt nahrazeny ryskami vrytymi do materidlu dobfe odrdZejicich zéfeni (napf.
zlato na skle), jedna se o tzv. difrakéni odrazové miizky. Dané miizky jsou pouZitelné
pouze pro urcitou spektralni oblast a Casto je charakterizujeme pomoci hustoty vrypt

(pocet vrypt na 1 mm). (2,7,10)
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Filtry

Optickd  zafizeni, ktera na rozdil od monochromdtori vymezuji
z polychromatického svazku paprskt urcity pas vinovych délek (10nm az 100nm pasy)
nebo mohou vymezit pouze jednu caru z Carového spektra. Zatimco ostatni zafeni
odlisnych vinovych délek je absorbovano. Jejich spektralni propustnost je zalozena na
selektivni absorpci zafeni. Filtry se Casto vyuzivaji tam, kde neni kladen velky diraz na

. o o b e 1 1z 2,5
monochromati¢nost zafeni a kde méfeni probihé pfi jedné vinové délce. 25)

e Barevny absorp¢ni filtr
Jednd se o barevnou vrstvu zrizného materialnu napi. z propustného skla
(vybarveného oxidy nékterych kovi), skla pokrytého zelatinou (vybarvenou
organickymi barvivy) nebo z kyvety naplnéné zabarvenym roztokem. Dochézi
k propousténi pouze pozadované vinové délky elektromagnetického zareni, ostatni se
absorbuje. Vyuziti téchto filtri najdeme nejcastéji ve viditelné oblasti spektra u metod

molekulové absorp¢ni spektrometrie. 7

¢ Interferen¢ni filtr
Jednd se o filtr z tenké destiCky, napt. z SiO,, kterd je pokryta z obou stran
reflexnim cCasto stiibrnym filmem. Vyuziva se zde mnohonésobné interference zafeni a
vicenasobného odrazu svételnych paprskii mezi vrstvami filmi (Obr. 8). Tyto
interferencni filtry vymezuji mnohem uZSi rozsah zafeni, nez tomu bylo u filtrl

barevnych.

A2

Obr. 8 Schéma interferencniho filtru %)
a, b — polopropustné odrazejici stiibrné filmy
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2.3.4 DETEKTORY ZARENI

Detektory (¢idla, receptory) slouzi k indikaci zafeni. Prevadéji (transformuji)
zafivou energii v jinou meéfitelnou veliCinu, nejcastéji energii, kterou lze pak
jednoduchym zptisobem méfit. NejCastéji je pouzivana pfeména energie na energii
elektrickou (fotoelektrické clanky), dale na tepelnou a elektrickou (termodynamické
clanky, pyroelektrické detektory, polovodicové detektory) nebo tepelnou a
mechanickou  (pneumatické ¢lanky). Daéle vyuzivdme ionizaCnich  ucinka

(proporcionalni pocitace) nebo fotochemické reakce (fotografické detekce, lidské oko).

Pti detekci v UV a VIS oblasti nejcasteji pouzivame fotoelektrické clanky, které
jsou zalozené na vn&jSim a vnitinim fotoelektrickém efektu. Pro detekci v UV a RTG
oblasti se vyuziva specidlnich citlivych detektori (termoclanky, polovodicové
detektory, ioniza¢ni detektory). Pod emisni fotoelektrické ¢lanky zahrnujeme fotonky a
fotonasobice. Polovodi¢ovym fotoelektrickym ¢lankem muze byt kiemikova fotodioda.
Seskupenim nékolika set az tisic fotodiod vznika tzv. diodové pole (diode array), tento

systém detekce se stale vice prosazuje u modernich optickych spektrometri. -7

2.3.5 VYHODNOCOVACI ZARIZENI

V dne$ni dobé jsou moderni spektrometrické pfistroje napojené na pocitace,
které vyhodnocuji vysledky méfeni pomoci specialnich pocitacovych programi. Dnes si
jiz vyhodnocovéni a zobrazovani komplexnich vysledkli analyzy bez moderni techniky
nedokaZeme ani predstavit. Na druhou stranu se v praxi mizeme setkat s pomérné

starymi a historickymi pfistroji, které stale plni svoji funkci na vybornou. ©

2.3.6 USPORADANI PRISTROJU

Uvedené casti spektrometrickych pfistroji mohou byt uspofadany dvéma
zpusoby, bud’ v jednopaprskovém, nebo dvoupaprskovém usporadani (Obr. 9).
Jednopaprskové usporadani se vyuzivad u vSech emisnich metod a miizeme ho najit i
u nékterych absorpénich metod. Dvoupaprskové uspotadani se vyskytuje prevazné
u absorpcnich metod, kde je potieba eliminovat vliv nestability zdroje zéafeni. Toto
uspofadani se vyuziva u draz§ich spektrometril, na kterych lze méfit v UV, VIS i IC

oblasti. >
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a) Jednopaprskové usporadani

- [= - [=]

a) Dvoupaprskové usporadani

Obr. 9 Schéma usporadani zakladnich ¢asti spektrometrickych piistroji (%)

==

Srovnavaci
wvzorek

2.4 MOLEKULOVA ABSORPCNI SPEKTROMETRIE V ULTRAFIALOVE A

VIDITELNE OBLASTI

Molekulovou spektralni absorpéni analyzu (spektrofotometrii, kolorimetrii,
popiipad¢ fotometrii) povazujeme v dneSni dob&é za jednu znejvyuzivanéjSich
analytickych metod pro stanoveni latek v roztoku vibec. Dlivodem je rychlost,

experimentalni nenaro¢nost 1 presnost a citlivost téchto metod.

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV a VIS oblasti se zabyva métenim
absorbance elektromagnetického zafeni v rozsahu vlnovych délek 200 az 800 nm. Dale
vénuje pozornost interpretaci elektronovych spekter latek, které absorbuji
elektromagnetické zéateni. Pokud latka absorbuje zéateni o vInové délce nizSi nez
380 nm, jevi se naSemu oku jako bezbarva. Latky, absorbujici bilé slune¢ni zéateni
v rozsahu vlnovych délek 380 az 770 nm, jsou nasSim okem vnimané jako barevné.
Oblast zateni v rozsahu 10-200 nm je oznacovana jako vzdalena ultrafialova oblast, téZ
nazyvana jako oblast vakuova. V této oblasti pfi sledovani absorbance musime pouzivat

sy 7 NS r 1,2
specialni evakuované aparatury, nebot’ zafeni je zde absorbovano vzduchem. !>

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole ¢. 2.2.2, v molekuldch existuji elektronové
energetické hladiny, které jsou vlivem vibraéniho pohybu atomtl a rotacniho pohybu
samotné molekuly rozS$tépeny na rotacni a vibra¢ni energetické podhladiny. Za
normalnich podminek se molekula nachdzi v zdkladnim elektronovém stavu a jeji

energie je rovna souctu energie elektronové, vibracni a rotacni. Molekula je schopna
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pfechodu do excitované¢ho stavu pfi pohlceni fotonl zateni z UV ¢i VIS oblasti. Tyto

fotony jsou dostate¢n¢ energetické, aby excitovaly i elektronové stavy molekuly.

Vysledné absorp¢ni spektrum latky je pasové, protoze pii jeho zaznamendvani
jednotlivé energetické prechody mezi vibra¢nimi a rotacnimi hladinami splyvaji. Toto
vysledné spektrum nepfedstavuje soubor nékolika ostrych c¢ar, ale soubor past
vznikajicich v dusledku elektronickych pfechodu. Jeden pas pak ve spektru predstavuje
jeden typ ptechodu elektronti v molekule. Vyjimkou je méteni v plynné fazi za nizké
teploty, kdy jsme schopni v absorpénim spektru rozliSit jemnou vibra¢ni i1 rotacni
strukturu. Mezi jednotlivymi energetickymi hladinami molekuly jsou vzniklé

elektronové piechody charakteristické pro anorganické nebo organické latky. ©®

Me¢éteni absorbance v UV a VIS oblasti je uskute¢néno pomoci riznych typt
pfistrojii, na zaklad¢ kterych odvozujeme ndzvy pro jednotlivé absorpéni spektralni

metody — kolorimetrie, fotometrie, spektrofotometrie.
Kolorimetrie

Historicky nejstar$i a nejjednodussi metoda, kdy latka absorbuje pouze zareni
ve viditelné oblasti, tzn., Ze latka je barevna. Jako detekéni nastroj zde funguje lidské
oko, pomoci kterého se urcuje propustnost (absorbance). Pokud roztok absorbuje
nejvice napf. fialovou barvu, ktera odpovida vlnové délce od 400-435 nm, roztok se oku
jevi jako zlutozeleny (Tabulka 2). Samoziejmé oko neni schopné méfit absolutni
hodnoty intenzity zafeni, mliZe pouze relativné porovnavat intenzitu zabarveni riznych

roztoku vzorku.

Tabulka 2 Barvy absorbovaného viditelného zareni a prislusné barvy dopliikkové

Barva absorbovaného  Barva dopliikova (barva

zareni roztoku)
fialova zlutozelena
modra zluta
zelenomodra oranzova
modrozelena cervenooranzova
zelena purpurova
zelenozluta fialova
Zlutooranzova modra
¢ervenooranzova zelenomodra
cervena modrozelena
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Fotometrie

Metoda, ktera také vyuziva pouze viditelné oblasti spektra. Pro tuto metodu je
typické dvouparpskové uspotradani pristroji a pouziti barevného filtru, ktery funguje
jako ndhrada monochromatoru. Filtry vymezuji rtizné¢ Siroky pas zéaieni. Méfeni je

provadéno pomoci jedné nebo nékolika konkrétnich vinovych délek.
Spektrofotometrie

Metoda, pomoci které jsme schopni ziskat spektra ve viditelné i ultrafialové

oblasti. Nutnym piedpokladem pro tuto metodu je vyuZiti monochromatord. ©

2.5 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI

Spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra je pokracovatelem
klasické kolorimetrie. Princip vSech spektrometrickych metod je zaloZzen na méfeni
absorpce zareni latkou. Tyto metody jsou stdle na vysokém postaveni mezi ostatnimi
analytickymi instrumentalnimi metodami. Vyuziti spektrofotometrickych metod je
hojné, a to predevsim diky pomérné jednoduchosti provedeni méteni absorbance. Dalsi
vyhodou je nendro¢nost na laboratorni podminky a mozZnost automatizace méteni, ktera

. w11 Y (1,5
je v dne$ni dob& samoziejmosti. >

2.5.1 SPEKTROFOTOMETR

Ptistroj, ktery se vyuziva pii méfeni absorbance a transmitance neznamého
vzorku. Spektrofotometr je schopen méfit pouze cast absorp¢niho spektra v urcitém
useku vlnovych délek a vinové délky zde mlZeme nastavit na konkrétni hodnoty.
Spektrofotometr je sloZzen ze Ctyt Casti: zdroje svétla, monochromatoru, zafizeni pro

umisténi vzorku (kyvety) a detektoru.

Zdrojem spojitého primarniho zafeni muize byt vodikova, deuteriovd nebo
xenonova vybojka (pro ultrafialovou oblast) a wolframova nebo halogenova zarovka
(pro viditelnou oblast). Dale zde najdeme monochromator, ktery slouzi k volbé vinové
delky. K disperzi zafeni pouzivame difrakéni miizky ve spojeni s vstupni a vystupni
Stérbinou. Absorbujici prostfedi je tvofeno kyvetami (kfemenné pro UV oblast,
sklenéné nebo plastové pro viditelnou oblast s konstantni tloustkou nejcastéji 1 cm). Pti

méfeni pouzivame minimalné dvé kyvety, kdy jedna obsahuje roztok vzorku (analytu) a
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druha je naplnéna roztokem srovnavacim tzv. blankem — vzorek bez obsahu analytu

zpracovany shodnym postupem jako vzorek.

Detektor zde prevadi zativy tok na elektricky signél. Pro VIS oblast se pouzivaji
fotonky a fotonasobice. U starSich pfistrojii se setkavame se selenovymi hradlovymi
fotoclanky, fotoodpory. Dale se vyuzivaji objektivni fotoelektrické detektory —
polovodicové fotoelektrické Clanky, kiemikové fotodiody, diodova pole. Signal, ktery
vychézi z detektoru, se jest¢ miize zpracovavat v zesilovaci. Zesilovac zesiluje slaby
elektricky signal vychazejici z detektoru na hodnotu, kterou mizeme méfit. Koncova

¢ast je tvofena vyhodnocovacim zafizenim — pocitaovym programem.

Spektrofotometry mizeme délit podle toho, pracuje-li se s jednim nebo se
dvéma svételnymi toky, na pfistroje jednopaprskové nebo dvoupaprskové (Obr. 9) a

dale na pfistroje vychylkové, kompenza&ni, substituéni apod. %'V

2.5.2 PRAKTICKE VYUZITI

Analytické vyuziti absorpce vUV a VIS oblasti je mozné aplikovat jak
v organické, tak i anorganické analyze. V kvalitativni analyze mtizeme vyhodnocovat
spektra organickych latek a ziskat tak informace o ptfitomnosti typickych funkénich
skupin v molekule, tzv. kvantitativni posouzeni struktury latek. Identifikace latky
pomoci ziskaného absorpcniho spektra neni tak jednoznacnd. Nicméné se tento postup
vyuziva napft. k posuzovani Cistoty jednotlivych organickych latek a setkdme se s nim 1
pfi identifikaci latek v biochemii a farmacii. NejCastéjsi vyuziti absorpéni spektrometrie
najdeme v kvantitativni analyze, ktera je zaloZena na platnosti Lambert-Beerova
zakona. Jeho platnost je ale omezena, a to na zfedéné Ciré roztoky absorbujicich latek

s mensi koncentraci nez 0,01 mol/l.

Pro zjisténi hodnot absorbance vyuzivame nejcastéji kalibracnich grafii, kde je
vynesena zavislost absorbance na koncentraci stanovované latky. Z pravidla métime pfi
maximalni konstantni vlnové délce, pii které latka (roztok) absorbuje nejvice zafeni.
Latky, které v UV a VIS oblasti nejsou schopné absorpce zafeni, pfevadime na vhodné
barevné slouceniny pomoci tzv. spektrofotometrickych reakci. Nejcastéji se vyuziva
komplexotvornych reakci. Toto plati pro stanoveni vétSiny anorganickych latek, které se
reakci pfevedou na vhodny komplex. Piikladem muZe byt reakce Zelezitych ionth

s thiokyanatem, kdy vznika cervené zbarveny komplex. Existuje nckolik druht
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organickych 1 anorganickych Ccinidel, které sionty kovi vytvaii stabilni barevné

komplexy.* >

2.5.3 KONKRETNI VYUZITI SPEKTROFOTOMETRIE

Pomoci fotometrickych metod jsme schopni stanovit vice nez 85 prvki.
Praktické vyuziti neplati pouze pro anorganické latky, ale existuje nespocet latek
organickych, které jsou stanovovany diky témto metodam. Casté je stanoveni
organickych latek v biochemii napf. stanoveni proteind. Dale tyto metody naSly
uplatnéni v analyze potravin, 1é¢iv a pifi stanoveni koncentrace aniontli a kationtd

vyskytujicich se pfedeviim ve vodg.
2.5.4 STANOVENI KOVU

KOVY — Kovové prvky spolecné s jejich slouceninami nalezneme nejcastéji
v pudé (v horninédch), odkud se vyluhovdnim dostdvaji do podzemnich a povrchovych
vod. Nékteré kovy jsou pro spravnou funkci organismu nezbytné, je tieba je pfijimat
v potrave, napt. zelezo, které je dilezitou slozkou krevniho barviva (hemoglobinu).
Na druhou stranu nékteré mohou byt pro clovéka toxické a nebezpecné. Tyto latky se
mohou postupné hromadit v organismu a $kodit. Proto existuji riizné normy CSN, které
uvadéji maximalni pfipustné koncentrace jednotlivych kovil, pfedevsim v pitné¢ vode.
Pro stanoveni kovi se nejcastéji vyuziva reakce mezi vzorkem a anorganickym nebo

organickym ¢inidlem. - '?

Stanoveni Zeleza

Zelezo se v ptirodé vyskytuje nejéastdji ve slou¢eninach jako dvou nebo
trojmocné. Ve vod¢ Zelezo najdeme nejcastéji v rozpusténé podob¢ jako trojmocné ve
form¢ hydroxokomplext. Existuje nékolik moZznych zpiisobll jak jednotlivé formy
zeleza ve vodé stanovit. MliZeme stanovit celkové Zelezo (rozpusténé i nerozpusténé),
celkové rozpusténé zelezo (dvojmocné 1 trojmocné) nebo rozpusténé zelezo
v oxida¢nim stupni II. Pro stanoveni Zeleza existuje nékolik metod: jednd se o
atomovou absorpcni spektrometrii, emisni spektrometrii s indukéné vazanou plazmou a

molekulovou absorpéni spektrometrii. ¥

Nejvetsi  uplatnéni  pro stanoveni Zeleza nasla molekulova absorpéni

spektrofotometrie, kdy pravdépodobné nejvice fotometrickych metod bylo popsano
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pravé pro stanoveni Zzeleza. Zakladem je reakce iontu zeleza s anorganickym c¢i
organickym cinidlem za vzniku barevného komplexu, u kterého jsme schopni méfit
absorbanci. Jsou to napt. metody: stanoveni s rhodanidem (thiokyanatanem) — Cervené
zbarveny  komplex, s 1,10-fenantrolinem — oranzové¢ cCerveny komplex,
s bathofenantrolinem — cervené zbarveny komplex, s 2,2'-bypyridylem — cervené
zbarveny komplex, s feronem (k.7-jod-8-hydroxychinolin-5sulfonovd) — tmavozeleny
chelat a s kyselinou sulfosalicylovou — v kyselém prostiedi se tvoii Cervené zbarveny

roztok, zatimco v alkalickém prostfedi vznika intenzivni Zluté zbarveni. ¥

Zelezo v pitné vodé nepatii mezi latky, které by byly nagemu zdravi $kodlivé,
ale 1 pfesto je koncentrace Zzeleza hliddna. Vyssi koncentrace muze ovliviiovat
organoleptické vlastnosti pitné vody — chut’ a vzhled. Dale se pak mizeme setkat pfi
vyssich koncentracich se vznikem sloucenin Zeleza, které se ve formé povlaki usazuji
v potrubi a zhorSuji tak jeho prichodnost. Tyto povlaky jsou €asto Zivnou pidou pro
ur¢ité druhy bakterii, které mohou zplsobovat i nepiijemnd prijmovéd onemocnéni.
Z téchto duvodii je maximalni pifipustna koncentrace zeleza v pitné vodé 0,2 mg/l.
Existuji ale 1 vyjimky, jez se nejcastéji tykaji studni¢nich vod, u kterych ptedpokladame
vliv geologického podlozi. Maximalni hranice koncentrace je v tomto ptipad¢ zvysSena

na 0,5 mg/1. 11
2.5.5 METODY STANOVENI KONCENTRACE ANALYTU

U analytickych stanoveni vyuZivajicich spektrofotometrickych metod,
pouzivame tzv. metody nepiimé, kdy koncentraci (obsah) analytu zjiStujeme

porovnavanim se standardy.
Metoda kalibraéni krivky

Pro tento zplisob vyuzivame kalibra¢ni zavilosti absorbance na koncentraci, kdy
pfedpokladdme platnost Lambert — Beerova zdkona. Je to jeden z nejpouzivanégjSich
zplisobll ur€ovani koncentrace analytu, i kdyZ je pomémé ¢asové naro¢ny na piipravu
standardil. Celkové je ale vlastni métfeni vzorkil podstatné rychlejsi nez tfeba titrace pti
stejném mnozstvi vzorkl. Nutnd je pfiprava roztoku standardl o riznych koncentracich
(c) za definovanych optimalnich podminek. U standardi obsahujicich rizné vhodné
zvolené koncentrace stanovované latky provedeme meéfeni absorbance. Zaznamenané
hodnoty vyneseme do grafu jako zavislost ve tvaru A = f(c). Pak zméfime absorbanci

u vzorku a z velikosti naméfené hodnoty snadno urc¢ime koncentraci slozky ve vzorku.
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Zavislost absorbance na koncentraci by méla byt linearni, tj. vynesené body lze spojit
piimkou — kalibra¢ni kiivkou. Pro tuto kiivku plati urCitd smérnice, podle které

zjistujeme citlivost dané spektrofotometrické metody. "

Metoda standardniho pridavku

Tuto metodu pouzivame v piipad¢, kdy vzorek obsahuje latky ovlivitujici signal
analytu. Princip metody spociva v tom, Ze k odméfenému mnozstvi vzorku piidame
znamé mnozstvi standardu o presn¢ zndmé koncentraci. Analyzujeme vzorek a vzorek
se standardem, kdy oba roztoky jsou doplnény na stejny objem. Po poméfeni uré¢ime
zvyseni hodnoty signalu (méfené veliCiny), ktery je piimo imérny piidanému objemu

roztoku standardu. Z této iméry pak Ize vypogitat koncentraci slozky ve vzorku. 7-'¥

2.5.6 HODNOCENI A CHYBY SPEKTROMETRICKYCH MERENI

Citlivost metody se posuzuje dle smérnice kalibracni pfimky a dale podle

hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti.

cvwr

analytu ve vzorku, kterou miizeme danou metodou detekovat. Stanoveni meze detekce
(LD) se dle ITUPAC urci jako trojnasobek smérodatné odchylky slepého pokusu —
blanku. %

v

koncentrace analytu ve vzorku, kterou jest¢ mizeme danou metodou stanovit jako
exaktni hodnotu s pfijatelnou piesnosti. Mez stanovitelnosti (LQ) se dle IUPAC urci

jako desetinasobek smérodatné odchylky slepého pokusu — blanku. '

Experimentalné se mez detekce a mez stanovitelnosti ur¢uje pomoci n€kolika po
sob¢ jdoucich méfeni slepého vzorku (blanku) za odpovidajicich konkrétnich podminek.
Ze slepych pokusi se vypocte smérodatna odchylka o a soucasné se sestroji kalibra¢ni
pfimka pro uvazované vzorky. Mez detekce pak odpovida trojnadsobku smérodatné

odchylky a mez stanovitelnosti desetinasobku. - '®

Vysledky spektralni analyzy jsou zatizené chybami — ndhodnymi, soustavnymi
(systematickymi) nebo hrubymi. Nahodnd (statistickd) chyba meéfeni se vyskytuje
nepravidelné a je zplsobena ndhodnymi ruSivymi vlivy. Tyto chyby byvaji malé a
vyznamné nezkresluji vysledky oproti skutecnosti. Chyby soustavné maji pravidelny

charakter, zkresluji vysledky vzdy v urcitém sméru. Vznikaji na zéklad¢ neptesnosti
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technického pfiistroje nebo z diivodu nespravného pouzivani presného pristroje. Chyby
hrubé (nadmérné) vznikaji jako disledek nedopatieni, v tomto piipad¢ je nutné méfeni

opakovat.

Za spravné vysledky analyzy povazujeme hodnoty, které jsou zatizeny pouze
nahodnymi chybami. Jako ptfesné vysledky analyzy uvadime ty hodnoty, které se

vzajemn& dobie shoduji, ale mohou se lisit soustavnou chybou od skute¢né hodnoty. ©
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 POUZITE METODY:

1) Fotometrické stanoveni Zeleza s thiokyanatanem draselnym
(dale jen,,metoda 1¢) '

2) Fotometrické stanoveni Zeleza s 1,10-fenantrolinem (dale jen,,metoda 2«) ¥

3) Fotometrické stanoveni zeleza s kyselinou sulfosalicylovou

(dale jen ,,metoda 3<) ¥

3.2 SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII

Metoda 1
1. Kyselina chlorovodikova (p = 1,19 g/ml) p.a.
2. Siran zelezity nonahydrat p.a.

3. Thiokyanatan draselny p.a.

Metoda 2
4. 1,10-fenantrolin monohydrat p.a.
5. Bromfenolova modr, indikator
6. Ethanol (96%)
7. Hydroxylamin-hydrochlorid p.a.
8. Kyselina chlorovodikova (p = 1,19 g/ml) p.a.
9. Kyselina octova (p = 1,05 g/ml) p.a.
10. Kyselina sirova (p = 1,83 g/ml) p.a.
11. Octan amonny p.a.
12. Peroxodisiran draselny p.a.

13. Siran diamonno-Zeleznaty hexahydrat p.a. (Mohrova stil)

Metoda 3
14. Hydroxid sodny p.a.
15. Kyselina sulfosalicylova p.a.
16. Siran Zelezity nonahydrat p.a.

K fedéni roztokd byla pouZita destilovand voda a k okyseleni vzorkl kyselina

chlorovodikova nafedéna v poméru 1:1.
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3.3 PRACE S ROZTOKY

3.3.1 METODA 1

a) Priprava Cinidel

Ptiprava 20% roztoku thiokyanatanu draselného. Bylo navdzeno 20,0 g
thiokyanatanu, ktery byl kvantitativné pfeveden do 100ml odmémé banky doplnéné

vodou po rysku.

b) Priprava zasobniho roztoku siranu Zelezitého

Ve 100ml odmérné batice bylo rozpusténo 0,050 g siranu Zelezit¢ho pomoci
10 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Nasledné byl roztok doplnén
destilovanou vodou po rysku. Zasobni roztok pak obsahoval v 1 ml 0,1 mg zeleza, tj.

hmotnostni koncentrace zeleza v roztoku odpovidala 100 mg/I1.

¢) Priprava kalibracnich roztoku

Nejprve bylo provedeno ziedéni zasobniho roztoku (ZR) siranu zelezitého
na hmotnostni koncentraci 50 mg/l. Do 100ml odmérné banky bylo odpipetovano 50 ml
ZR doplnéného destilovanou vodou po rysku. K dalsim ukonim byl pouzivan tento
pracovni roztok standardu (PR) slouZzici ke kalibraci, ktera byla provedena dle
tabulky 3. Do Sesti 50ml odmérnych banék byly postupné napipetovany riizné objemy
PR doplnénych po rysku.

Tabulka 3 Kalibra¢ni roztoky pro metodu 1

Odpipetovany objem (ml) Destilovana voda Koncentrace KR (mg/l)

0,5 Doplnit po rysku 0,5
1,5 Doplnit po rysku 1,5
2,5 Doplnit po rysku 2,5
3,5 Doplnit po rysku 3,5
4,5 Doplnit po rysku 4,5
5,5 Doplnit po rysku 5,5

3.3.2 METODA 2

a) Priprava Cinidel

Ptiprava vybarvovaciho roztoku. Bylo rozpousSténo 0,28 g monohydratu

1,10-fenantrolinu s 2 kapkami koncentrované kyseliny chlorovodikové ve 100ml
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odmérné banice. Po rozpusténi fenantrolinu byla odmérna banka doplnéna po rysku

destilovanou vodou. Vznikly roztok byl uchovan v tmavé zasobni lahvi.

Ptiprava indikatoru pH. Ve 100 ml ethanolu bylo rozpousténo 0,05 g

bromfenolové modfi.

Roztok hydroxylamin-hydrochloridu byl pfipraven ve 100ml odmérné barice, ve
které bylo pomoci destilované vody rozpousténo 10 g hydroxylamin-hydrochloridu.
(pozn. Jedna se o toxickou latku, kterou je tfeba uchovavat v tmavé lahvi. Trvanlivost

roztoku je asi tak jeden tyden.)

Octanovy tlumivy roztok byl pfipraven v 250ml odmérné barice, ve které¢ bylo
rozpusténo 100 g octanu amonného spolecné se 125 ml kyseliny octové. Vznikly roztok

byl doplnén destilovanou vodou po rysku.

b) Priprava zasobniho roztoku standardu

Roztok siranu diamonno-zeleznatého byl pfipravovan v kadince, ktera
obsahovala asi 5 ml destilované vody, 1 ml koncentrované kyseliny sirové a 0,3511 g
hexahydratu siranu diamonno-Zeleznatého, ktery byl rozpoustén. Vznikly roztok byl
nasledné kvantitativn¢ ptfeveden do 250ml odmérné baniky a doplnén destilovanou
vodou po rysku. V tomto zasobni roztoku pak 1 ml obsahoval 0,2 g Fe, tj. hmotnostni

koncentrace se rovnala 200 mg/I1.

¢) Priprava kalibra¢nich roztoku

Nejprve bylo opét zapotiebi natfedit zdsobni roztok na vhodnou koncentraci. Do
100ml odmérné baiky bylo ze zasobniho roztoku odpipetovano 25 ml a zbytek byl
doplnén destilovanou vodou po rysku. Hmotnostni koncentrace Zeleza v noveé vzniklém
pracovnim roztoku standardu (PR) slouZiciho ke kalibraci ¢inila 50 mg/l. Kalibracni
roztoky byly poté pfipraveny dle tabulky 4. Do Sesti 50 ml odmérnych ban¢k byly

postupné napipetovany riizné objemy PR doplnénych po rysku.

Tabulka 4 Kalibra¢ni roztoky pro metodu 2

Odpipetovany objem (ml)  Destilovana voda Koncentrace KR (mg/l)
0,5 Doplnit po rysku 0,5
1,0 Doplnit po rysku 1,0
2,0 Doplnit po rysku 2,0
3,0 Doplnit po rysku 3,0
4,0 Doplnit po rysku 4,0
5,0 Doplnit po rysku 5,0

28



PRAKTICKA CAST

3.3.3 METODA 3
a) Priprava Cinidel

Ptiprava alkalického roztoku 20% kyseliny sulfosalicylové. K roztoku kyseliny

byl pfidavan hydroxid sodny, dokud se pH roztoku nerovnalo deseti.
b) Priprava zasobniho roztoku siranu Zelezitého

Byl pouzit tejny zasobni roztok jako u metody 1.
¢) Priprava kalibracnich roztoku

Ptiprava kalibra¢nich roztok byla provedena shodn¢ jako u metody 1.

3.4 PRISTROJE A POMUCKY'

Chemické sklo
Odmérné banky (50, 100, 250 ml), pipety délené (1, 2, 5, 10 ml), kadinky (100,
150, 250, 500 ml), zabrusové lahve z hnédého skla, lodicka, ty¢inky, zkumavky.

Laboratorni pomiicky
Kyvety (plexisklo = polymethylmethakrylat = PMMA; kiemenné sklo), stficka,

gumove zatky, stojan na zkumavky, plastova 1zicka, filtracni papir.
Piistroje

e clektricky vafic¢

e digestot

e pH metr

o Elektronicka analytick4 vaha — 240 A — Precisa — Svycarsko
e Spektrofotometr HITACHI U-2001

3.5 SPEKTROFOTOMETR HITACHI U-2001

Jedna se o dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr ur¢eny pro mefeni v rozsahu

190-1100 nm. Zdrojem zafeni je wolframova Zarovka a deuteriova vybojka.

' Shodné pro viechny tii metody
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Wolframova zarovka pro zdroj spojitého spektra zareni o vinové délce 320-1100 nm a
deuteriova vybojka pro zdroj spojitého spektra o vinové délce 190-380 nm (zména
zdrojii zareni je programovatelnd). Nejcastéji dochazi ke zméné lamp pii vinové
délce 340 nm. Disperzni systém predstavuje monochromator s konkavni difrakéni
miizkou. Po prichodu paprsku monochromatorem se paprsek déli na paprsek referencni
a srovnavaci. V draze srovnavaciho paprsku se vyskytuje kyveta se srovnavacim
roztokem nejcastéji s destilovanou vodou. V draze referen¢niho paprsku se nalézaji
kyvety s méfenym vzorkem umisténych v manudlné posuvném drzaku. Pro méieni
v UV oblasti byly vyuzivany kyvety z kiemenného skla a pro méfeni ve VIS oblasti
postacily kyvety plastové. Za prostorem s kyvetami se nachazi detektor, ktery
pfedstavuje kiemikovéd fotodioda. Vyhodnocovacim zatizenim je pocita¢ piipojeny
konektorem ke spektrofotometru, lze pfipojit i tiskdrnu. V pocitaci jako vyhodnocovaci

program slouZi software UV-Solutions. '

3.5.1 PRACE A MERENI NA SPEKTROFOTOMETRU HiTACHI U-2001

Prace se spektrometrem souvisi s programem UV-Solutions, ktery umoziuje
nastaveni a volbu parametr pro samotné méfeni. Po manualnim zapnuti spektrometru
pfipojené¢ho k pocitaci prob&éhne automaticka vnitini kontrola, ktera provéiuje oblasti
paméti ROM a RAM, mechanismus monochromatoru a dale oblast wolframové a
deuteriové lampy. Poté je nutné spustit samotny program UV-Solutions nainstalovany
v pocitaci. Po jeho otevieni je dlleZité nastaveni parametri méfeni, které je
charakteristické pro danou analytickou metodu. Lze si vybrat ze tfi moZnosti nastaveni
méfeni — skenovani spekter (,,Wavelength scan*), méfeni kinetiky (,,Time scan‘) nebo

fotometrie (,,Photometry scan). {an

Pfed samotnym méfenim neznadmych vzorkli bylo zapotiebi ucinit kalibraci
danych metod. V této praci byly pro kalibraci a stanoveni latek vyuzity dva
typy méfeni — ,,Wavelenght scan“ a ,,Photometry scan®. Pro kalibraci byl zvolen prvni
typ méfeni, ktery umoznuje grafické zobrazeni absorbance v ur¢itém predem zvoleném
rozsahu vinovych délek od 190-1100 nm. Z vysledného grafu — zdznamu spektra lze
vlnovou délku ru¢né odecist jako maximalni hodnotu v bod¢ (vrcholu) piku. Tento typ
méfeni vyuzivame v pfipadé, kdy nds zajima pribeh absorpéni kiivky, jez nam
umoznuje si predstavit prubeh zavislosti absorbance na vinové délce. Mlzeme si tak

prohlédnout komplexni kiivku s jednim nebo s fadou vrcholt (piki) Obr. 10.
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Obr. 10 Zaznam pribéhu absorp¢ni kiivky

Druhy typ méfeni ,,Photometry scan* se od prvniho typu lisi tim, Ze vlnova
délka se zde nezaddva v rozmezi, ale zapisuje se jako konkrétni hodnota. Jednd se
o konkrétni hodnotu vlnové délky, pfi které méfeny roztok zaznamenava absorpcni
maximum. Hodnoty vlnovych délek, pfi kterych lze méfit maximalni absorbanci, jsou
vétSinou soucasti pracovniho navodu. Napf. pro stanoveni s thiokyanatanem se
absorbance roztoku méfi pfi vinové délce 500 nm. V tomto typu méfeni je automaticky
odectena hodnota absorbance a dle ptfedem provedené kalibrace je automaticky

vypoctena koncentrace stanovované latky.
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3.6 VOLBA METODY

Po ptiprave sady kalibracnich roztokt, pro tfi rizné metody, bylo mozné zacit se

samotnym meétfenim absorbance.
3.6.1 POSTUP PRACE U METODY 1

Princip

Stanoveni trojmocného Zeleza u metody 1 odpovida reakci v kyselém prostredi
s thiokyanatanem za vzniku fady komplexa, které zptasobuji Cervené zbarveni. Vzniklé
komplexy je pomérné obtizné blize specifikovat. Komplexy jsou casto nestalé.

Nejcastéji se setkavame se vznikem thiokyanatozelezitani.
Postup

Kalibraéni roztoky o riznych koncentracich byly kvantitativné ptevedeny
do Sesti 100ml kadinek a postupné byly zpracovany dale uvedenym zptisobem. K 50 ml
kalibra¢niho roztoku bylo pfiddno 2,5 ml kyseliny chlorovodikové (1:1) a po
promichéni bylo do roztoku pfiddno 5 ml 20%roztoku thiokyanatanu draselného a opét
bylo nutné vznikly, jiz vybarveny roztok promichat a nechat odstat cca deset minut. Po
uplynuti deseti minut bylo moZzné zméfit absorbanci roztoku a to pii vinové délce

500 nm. Stejnym zplsobem bylo zpracovano 1 slepé stanoveni s destilovanou vodou.
Sestrojeni kalibracni kiivky

Na zéklad¢ skenovani spekter (,,Wavelength scan®) probéhlo manudlni odecteni
hodnot maximalnich absorbanci. Tyto hodnoty byly vyuZity pro sestrojeni kalibracniho
grafu o linearni zavislosti maximalni absorbance na koncentraci kalibracnich roztoki.
Na grafu €. 1 je ndzorné prezentovan pribéh zavislosti absorbance na vinové délce pro

kalibra¢ni roztok o koncentraci 2,5 mg/I.
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Graf 1 Absorp¢ni kiivka pro kalibrac¢ni roztok o koncentraci 2,5 mg/1
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Tabulka 5 Maximalni hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokii pro metodu 1

Koncentrace (mg/l) NejvysSi absorbance
0,5 0,066
1,5 0,159
2,5 0,257
3,5 0,330
4,5 0,461
5,5 0,589

V dal§im kroku meéfeni prostfednictvim metody ,,Wavelength scan“ byla
absorbance roztoku odectena z absorpéni kiivky pti vinové délce 500 nm. Hodnoty
absorbance péti kalibracnich roztoki a jednoho slepého stanoveni byly pouzity ke
kalibraci a tvorbé grafu v zavislosti absorbance na koncentraci. Slepé stanoveni tzv.
blank mlZe i nemusi byt do kalibra¢ni kiivky zahrnut. Jeho nameétfend hodnota
absorbance byla u metody 1 tak mala, Ze bylo vhodné tuto hodnotu zanedbat. A v tomto

piipadé ji povaZovat za nulovou a pomérné nedileZitou.

Tabulka 6 Kalibrace metoda 1

Koncentrace Fe mg/l Absorbance
0,5 0,061
1,5 0,148
2,5 0,239
3,5 0,304
4,5 0,430
5,5 0,549
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Graf 2 Kalibracni kiivka pro metodu 1 s regresni rovnici
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Detekéni schopnost metody 1
Nezbytnou soucasti zpracovani vysledku méteni je urCeni meze stanovitelnosti
(MS) a meze detekce (MD). Jejich hodnoty byly ziskdny z péti po sobé nésledujicich

meéteni slepych vzorkd.

Tabulka 7 Absorbance slepych vzorkt metoda 1

Slepy vzorek Absorbance

1 0,0003
2 -0,0003
3 -0,0081
4 -0,0096
5 -0,0070

Z hodnot absorbanci slepych vzorka (Tabulka 7) byla vypoctena pomoci funkci
v aplikaci Microsoft Excel smérodatna odchylka vybérova. Ze smérodatné odchylky
pak lze snadno dopocist hodnotu pro mez detekce a mez stanovitelnosti. Mez detekce je
definovéna jako trojndsobek smeérodatné odchylky a mez stanovitelnosti je jeji
desetindsobek. V ramci fotometrickych metod je nejvhodnéjsi vyjadieni meze detekce a
stanovitelnosti v jednotkdch koncentrace mg/l. Tento pifepocet vychazi ze smérnice
kalibraéni pfimky ve tvaru rovnice y=0,095x+ 0,001 (Graf 2). Trojnasobek

smérodatné odchylky déleny smérnici kalibra¢ni pfimky odpovidd koncentraci meze
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detekce a desetindsobek smérodatné odchylky déleny smérnici kalibracni piimky

odpovida koncentraci meze stanovitelnosti. '®

Tabulka 8 Mez detekce a mez stanovitelnosti metoda 1

Smérodatna odchylka 0,0046
Mez detekce 0,0138
Mez detekce (mg/l) 0,15
Mez stanovitelnosti 0,0461
Mez stanovitelnosti (mg/l) 0,49

3.6.2 POSTUP PRACE U METODY 2

Princip

Obsah celkového rozpusténého zeleza byl pfeveden po reakci s kyselinou
chlorovodikovou a peroxodisiranem draselnym na rozpustnou trojmocnou formu.
Trojmocné zelezo se redukuje hydroxylaminchloridem na zelezo dvojmocné, které pak
v pritomnosti 1,10-fenantrolinu tvoii Cervenooranzovy komplex. Zavislost intenzity
zbarveni roztoku je pfimo Umérnd hmotnostni koncentraci, odpovidd tak Lambert-

Beerovu zakonu.

Postup

Predem pfipravené kalibracni roztoky byly kvantitativné pfevedeny do 100ml
kadinek a postupné zpracovany. K 50 ml roztoku bylo pifidano 0,2 g peroxodisiranu
draselného a 1 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Poté byly roztoky zahtivany
na elektrickém varici po dobu 40 minut tak, aby objem neklesl pod 20 ml. Po ochlazeni
na laboratorni teplotu byly roztoky kvantitativné pielity do 50ml odmérmych banék.
Déle k nim bylo postupné pfiddno 2 ml hydroxylaminhydrochloridu, kapka indikatoru
bromfenolové modii a 10 ml octanového tlumivého roztoku. Vznikld smés byla
dikladné promichéna. Nasledné po promichani se ke smési ptidaly 4 ml vybarvovaciho
¢inidla (kap. 3.3.2.) a zbytek byl doplnén destilovanou vodou po rysku. Po 15 minutiach
byly roztoky pfipraveny k méteni absorbance pii vinové délce 510 nm. Stejnym

zpusobem bylo zpracovano i slepé stanoveni s destilovanou vodou.

Sestrojeni kalibracni kiivky
Pti tvorbé kalibraéni kiivky byl zvolen stejny postup jako u metody 1, opét bylo
podstatné naméfeni absorbanci kalibra¢nich roztokii. Odectené hodnoty absorbanci ze

zdznamu absorp¢ni kiivky byly zapracovany do grafu v zévislosti absorbance na
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koncentraci. Pro pfedstavu uvadim zaznam spektra pro kalibra¢ni roztok o koncentraci
3 mg/l. Pti sestrojovani kalibra¢ni kiivky byly vyuzity hodnoty absorbance odectené

ze zaznamu spektra pii vinové délce nejprve 510 nm a poté pii 460 nm.

Graf 3 Absorpc¢ni kiivka pro kalibracni roztok o koncentraci 3 mg/1

1,4 -

1,2 -

0,8 -

Absorbance

0,6 -

0,4 -

0,2 -

O T T T T 1 1 1 T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

Vinova délka (nm)

Tabulka 9 Maximalni hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokii pro metodu 2

Koncentrace Fe (mg/1) Nejvyssi absorbance
0,5 0,093
1 0,166
2 0,347
3 0,598
4 0,786
5 1,024

Tabulka 10 Kalibrace metoda 2
Absorbance kalibrac¢nich roztoki pii vinové délce 510 nm

Koncentrace Fe (mg/1) Absorbance
0,5 0,126
1 0,211
2 0,357
3 0,660
4 0,870
5 1,076
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Graf 4 Kalibracni kiivka pro metodu 2 s regresni rovnici (pfi 510 nm)
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Z uvedeného zaznamu spektra (graf €. 3) Ize vyvodit, ze pik neni zcela idealni,
vytvaii se vice vrchold. Z toho divodu bylo méfeni pro kalibra¢ni roztoky v rozmezi

0,5 — 4 mg/l zopakovano, ale tentokrat ne pfi vinové délce 510 nm, ale pti 460 nm.

Tabulka 11 Kalibrace 2 metoda 2
Absorbance kalibracnich roztoki pii vinové délce 460 nm

Koncentrace Fe (mg/1) Absorbance
0,5 0,076
1 0,139
2 0,279
3 0,477
4 0,627
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Graf 5 Kalibracni kiivka pro metodu 2 s regresni rovnici pri vinové délce 460 nm
Tento graf byl pro dalsi zpracovani vysledki stéZejni, dale z néj vychazi mez detekce a mez
stanovitelnosti.
y=0,160x - 0,018
R?=0,9955
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Detekéni schopnost metody 2

Tak jako u metody 1 1 v tomto ptipad€¢ bylo nutné stanovit mez detekce a mez

stanovitelnosti pomoci péti slepych stanoveni.

Tabulka 12 Absorbance slepych vzorkt metoda 2 (pii 460 nm)

Slepy vzorek Absorbance

1 0,023
2 0,029
3 0,042
4 0,043
5 0,030

Z uvedenych absorbanci slepych vzorkl byla vypocétena smérodatnd odchylka
vybérova, zjejiz hodnoty vychazeji mez detekce a mez stanovitelnosti. A pomoci
linedrni rovnice kalibra¢ni ptimky ve tvaru y = 0,160x — 0,018 (graf ¢. 5) a jeji smérnice

byly detek¢ni hodnoty vyjadifeny v jednotkach mg/l1.

Tabulka 13 Mez detekce a mez stanovitelnosti pro metodu 2

Smérodatna odchylka 0,0087
Mez detekce 0,0262
Mez detekce (mg/l) 0,16
Mez stanovitelnosti 0,0873
Mez stanovitelnosti (mg/l) 0,55
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3.6.3 POSTUP PRACE UMETODY 3

Princip

Kyselina sulfosalicylova reaguje s ionty zeleza v kyselém prostfedi za tvorby
cerveného zbarveni, zatimco v alkalickém prostfedi se vytvaii intenzivné zluté. Prave
alkalické prosttedi a Zluté vybarveny roztok byly vyuzity vtéto praci. Optimalni

hodnota pH pro stanoveni v alkalické prostiedi se pohybuje okolo 9-10.

Postup

Nejprve bylo nutné zpracovat ptipraveny roztok kyseliny sulfosalicylové pomoci
hydroxidu sodného. Roztok kyseliny bylo tfeba zalkalizovat az na pH okolo deviti.
K tomuto ukonu byl vyuzit pH metr. K roztoku kyseliny byl postupné ptidavan
hydroxid, dokud pH metr neukazoval hodnotu lehce nad devét. Ze zajimavosti byl
pripraven jest¢ jeden zalkalizovany roztok tentokrate s pH okolo jedenacti. K 1 ml
zalkalizovaného roztoku byl pfidan 1 ml kalibra¢niho roztoku. Smés byla ve zkumavce
promichéna a pfevedena do kyvety, kde byla méfena absorbance pii vinové délce
420 nm. Shodné byly zpracovany i ostatni kalibra¢ni roztoky a slepé stanoveni

s destilovanou vodou.

Sestrojeni kalibracni kiivky
Stale vychazim z postupu uvedené¢ho u metody 1. Pro predstavu uvadim pribeh
naméfeného spektra pro kalibraéni roztok o koncentraci 3 mg/l zpracovany

s vybarvovacim roztokem o niz§im pH (9).
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Graf 6 Absorp¢ni kiivka pro kalibra¢ni roztok o koncentraci 3 mg/1 (pri pH = 9)
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Graf 7 Absorp¢ni kiivka pro kalibra¢ni roztok o koncentraci 3 mg/1 (pfi pH = 11)
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Tabulka 14 Maximalni hodnoty absorbance kalibra¢nich roztokii pro metodu 3

Koncentrace Fe (mg/l) NejvysSi absorbance
0,5 0,094
1 0,136
1,5 0,159
2 0,163
2,5 0,173
3 0,209
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Graf 8 Kalibracni kiivka pro metodu 3 s regresni rovnici
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Absorbance méfend pti zvolené vinové délce 420 nm, byla naprosto shodna
s nejvyssi naméfenou absorbanci roztoku, proto i kalibra¢ni pfimka je shodna pro dané

kalibra¢ni roztoky.

Tabulka 15 Hodnoty absorbance pro kalibra¢ni roztoky zpracované pii pH =11

Koncentrace Fe (mg/l) Absorbance
0,5 0,094
1 0,140
1,5 0,202
2 0,256
2,5 0,219
3 0,257
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Graf 9 Kalibracni kiivka pro metodu3 s regresni rovnici pfi pH = 11
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Z grafii ¢. 8 a 9 je patrné, ze absorbance se zvySovala s vyssi hodnotou pH. Ale
ani v jednom piipadé nebylo dosazeno uspokojivych vysledki, které by predurcovali

metodu 3 k dal§imu vyuziti.

Detekéni schopnost metody 3

Tak jako u metody 1 a 2 1 v ptipad¢ metody 3 bylo nutné stanovit mez detekce a

mez stanovitelnosti pomoci péti slepych stanoveni zpracovanych pii pH 9.

Tabulka 16 Absorbance slepych vzorka metoda 3

Slepy vzorek Absorbance

1 0,023
2 0,029
3 0,042
4 0,043
5 0,030

Z hodnot slepych stanoveni byla vypoctena smérodatna odchylka vybérova, z té
pak byla vyjadiena mez detekce a mez stanovitelnosti. Poté tyto mezni hodnoty byly
pomoci linearniho koeficientu z kalibra¢ni pfimky ve tvaru y = 0,0394x + 0,0867 (graf

¢. 8) pfepocteny na hmotnostni koncentrace.
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Tabulka 17 Meze detekce a stanovitelnosti metoda 3

Smérodatna odchylka 0,0055
Mez detekce 0,0166
Mez detekce (mg/l) 0,42
Mez stanovitelnosti 0,0554
Mez stanovitelnosti (mg/1) 1,41

3.6.4 POROVNANI METOD

1) Z hlediska ekonomické narocnosti

Porovnani metod bylo provedeno pomoci tiech rtiznych dodavateli: ,,Lach-Ner,
»Merci“ a, Termofisher“. Ceny byly vyhleddny pomoci online katalogli voln¢
pristupnych na internetu. Ceny za celd baleni byly piepocteny na hodnoty odpovidajici

Cisté spotiebé chemikalii. Ceny jsou pouze orientacni a slouZi ke srovnani metod.

Tabulka 18 Naklady na metodu 1

Chemikalie na pripravu roztoku Lach-Ner Merci Termofisher
50 ml kyseliny chlorovodikové 5 K¢ 5 K¢ 5 K¢
20 g thiokyanatanu draselné¢ho 26 K¢ 24 K¢ 24 K¢
Soucet nakladi 31 K¢ 29 K¢& 29 K¢&

Z uvedené tabulky €. 18 je patrné, ze Cisté naklady na spotfebu chemikalii jsou

pomérné nizké. Co se tyce dodavateld, tak jsou naklady témé&f shodné.

Tabulka 19 Naklady na metodu 2

Chemikalie na pripravu roztoki Lach-Ner Merci Termofisher
0,28 g 1,10-fenantrolinu 14 K¢ 11 K¢ 11 K¢

10 g hydroxylaminhydrichloridu 10 K¢ 12 K¢ 12 K¢
100 g octanu amonného 34 K¢ 29 K¢ 194 K¢
125 ml kyseliny octové 14 K¢ 17 K¢ 17 K¢

4 g peroxodisiranu draselného 3 K¢ 3 K¢ 3 K¢
0,05g bromfenol. modfi 4 K¢ SKe 4 K¢

100 ml ethanolu 48 K¢ 85 K¢ 97 K¢
Soucet nakladu 132 K¢& 162 K¢ 338 K¢

V tomto srovnani jsou patrné vétsi rozdily mezi dodavateli, zalezi samoziejmé 1
na velikosti baleni a aktualni nabidce, toto srovnéni je pouze orientac¢ni. DllezZité pro

tuto praci je srovnani v ramci pouzitych metod.
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Tabulka 20 Naklady na metodu 3

Chemikalie na pripravu roztoku Lach-Ner Merci Termofisher
20 g kyseliny sulfosalicylové 30 K¢ nenalezeno nenalezeno
30 g hydroxidu sodného (pecicky) 3 K¢ 3 K¢ 3 K¢
Soucet nakladi 33 K¢é neuvedeno neuvedeno

Z tabulky ¢. 20 je vidét, ze problém se vyskytuje sndkupem kyseliny
sulfosalicylové, vétSina dodavatelll ji bézné nenabizi. Je tfeba si tuto chemikalii

objednat.

Tabulka 21 Shrnuté naklady

Metody Primérné niklady

Metodal 30 K¢
Metoda2 211 K¢
Metpda3 33 K¢

2) Z hlediska casové narocnosti

V tomto pfipad¢ byla zohlednéna i jednoduchost provedeni a narocnost na

laboratorni podminky.

Tabulka 22 Casova naro¢nost

Metodal Metoda2 Metoda3

Ptiprava ¢inidel (min) 5 20 10
Ptiprava pracovnich roztokl (min) 15 60 30
Zpracovnani nezndmého vzorku (min) 15 70 10
Soucet (min) 35 160 50

3) Z hlediska detekénich viastnosti

V tomto ptipadé je porovnavana mez detekce a mez stanovitelnosti v ramci tiech

pouzitych metod.

Tabulka 23 Porovnani mezi detekce a mezi stanovitelnosti

Metodal Metoda2 Metoda3
Mez detekce (mg/l) 0,15 0,16 0,42
Mez stanovitelnosti (mg/l) 0,49 0,55 1,41

Po srovnani tfi vySe uvedenych metod byla pro stanoveni Zeleza ve vodé¢ zvolena

(vybrana) metodal.
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3.7 KOMPLEXNI POSTUP PRO VLASTNI MERENI VZORKU

3.7.1 ODBER VZORKU

Cést vzorkdl pro analyzu byla odebrana ze studni¢ni vody pitné i nepitné, dalsi
vzorky byly odebrany z prament, studanek v okoli Plzn€. Oblast odbéru nebyla piedem
nijak urCena a ani specifikovana, proto mezi odebiranymi vzorky neni vyznamna
souvislost. Vzorky byly odebrany v okoli Plzné, Rybnice, Plas, Dolni B¢lé, Starych
Hamri a déle pak vzorky z Tachova, Ledec, Starého Plzence, VI¢tejna a ChotéSova.
Vzorky byly odebirany do plastovych nadobek cca o objemu 250 ml. Bylo zvoleno
n&kolik zptisobu odbéru v zavislosti na druhu odebirané vody. Cast vzorkd byla
odebirana manualné¢ z povrchu hladiny nebo pifimo z vyvérajicich prament.
Nejjednodussim zptisobem odbéru byl odbér z potrubi, respektive z vodovodnich

kohoutkt &i ventila.
3.7.2 KONZERVACE VZORKU

Odebrané vzorky bylo tfeba co nejrychleji dopravit do laboratofe k dal§imu
zpracovani. Pokud nebylo mozné v kratkém cCasovém useku po odebrani stanovovat
koncentraci Zeleza, muselo dojit ke konzervaci vzorku. Pro kationty Zeleza plati, ze jsou
v alkalickém prosttedi velice nestabilni, a proto je tieba je prevést do prostiedi kyselého
pomoci vhodné kyseliny. V této praci doslo ke konzervaci vzorkll prostfednictvim
kyseliny chlorovodikové (1:1). Takto upravené vzorky bylo moZné uchovavat po dobu
jednoho tydne. Samoziejmé nejlepsi by bylo, kdyby vzorky byly zpracovany okamzité

po odebrani, ne vZdy to bylo ale mozné.

Piiprava vzorki

Vzorky byly konzervovany ptidavkem cca 2 ml kyseliny chlorovodikové (1:1),
tak aby pH vzorku bylo kyselé. U odebranych vzorkl bylo provedeno orienta¢ni méteni
pH (pomoci pH papirku) nejprve bez ptidané kyseliny, kdy namétené pH bylo ve vSech
ptipadech podle o¢ekavani neutralni. Poté bylo pro kontrolu méteno pH u okyselen¢ho

roztoku vzorku.
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3.7.3 MERENI VZORKU — NASTAVENi METODY ,,PHOTOMETRY SCAN*

V nabidce programu UV-Solutions byl zvolen typ méteni ,,Photometry scan®.
Me¢éieni probihalo pii navolené vinové délce 500 nm. Zvolenym typem kalibrace byla
zavislost prvniho fadu, tedy linearni zavislost, jelikoz vyslednd kalibracni kiivka
vykazuje linearni prabéh. Pred vlastnim méfenim vzorkd doSlo k pfiprave
tzv. standardnich roztokl urcenych pro kalibraci v rozmezi 0 — 15 mg/l. Kalibra¢ni
roztoky byly pfipraveny shodnym zptsobem jako v kap. 3.3.1. K méfeni absorbance
standardli bylo nutné manualné vyplnit tabulku pro standardy v programu UV-Solutions
(Tabulka ¢. 24). Dale byl navolen typ kalibrace — ,,derivace 1. fadu* s pouzitim linearni
kalibrac¢ni kiivky ve tvaru y = A1x + Ay. Parametry ptimky Agpa A; bylo mozné vyuzit
pro dalsi méfeni v ptipadé, ze nebylo nutné opakovat kalibrace (Tabulka ¢. 25). Stacilo

pouze tyto parametry vlozit do tabulky pro manualni kalibraci.

Tabulka 24 Tabulka standarda

Stdandard No. KoncentraceFe (mg/l)

1 Std 0
2 Std 1
3 Std 5
4 Std 10
S Std 15

Po zméteni absorbance standardli byla programem automaticky vygenerovana
kalibra¢ni kiivka (graf ¢. 10).
Graf 10 Kalibra¢ni pirimka pro metodu 1 i se slepym stanovenim a regresni rovnici

1,4 ~ y=0,081x - 0,014
R?=0,996

1,2 -

0,8 -

Absorbance

0 - T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Koncentrace Fe (mg/l)
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Z linearni zéavislosti grafu ¢. 10 dle rovnice y = 0,081x — 0,0143 byla vypoctena
hodnota meze detekce (mg/l) a meze stanovitelnosti (mg/l). Mez detekce odpovida
hodnoté 0,17 mg/l a mez stanovitelnosti 0,57 mg/l. Pro vypocet byly pouzity hodnoty
ze slepych stanoveni (Tabulka ¢. 7.). Ackoli hodnoty koncentrace Zeleza neznamych
vzorkd byly vypocteny pomoci hodnoty vygenerované programem UV-Solutions

(Tabulka €. 25), vychazejici z rovnice ve tvaru y= 12,302x + 0,195.

Tabulka 25 Parametry linearni zavislosti

y= Aix+ A
Ag: 0,194
Aqg: 12,302

Nésledné po probéhnuti kalibrace bylo postupné zpracovano vsech 35
odebranych vzorki. Do 100ml kddinky bylo odpipetovdno 50 ml vzorku. Dale bylo
k roztoku vzorku ptfidano 2,5 ml kyseliny chlorovodikové (1:1) a 5 ml 20%roztoku
thiokyanatanu draselného. Po promichani bylo za deset minut mozné méfit absorbanci
pfi vlnové délce 500 nm. Spektrofotometr byl nastaven na typ méteni ,,Photometry

scan‘.
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3.7.4 NAMERENE HODNOTY

Hodnoty absorbance a koncentrace naméiené pro veskeré odebrané vzorky

Tabulka 26 Namérené hodnoty absorbance a koncentrace u studanek pitnych

Studanky, prameny pitné Absorbance  Koncentrace Fe (mg/l)
Studanka Rybnice 0,014 0,364
Studanka Bukovec 0,016 0,396
Studanka Bolevecka naves 0,010 0,313
Studanka Na Roudné 0,003 0,237
Studanka Cizice 0,011 0,323
Studanka Prelatka Plasy 0,014 0,364
Studanka Tachov 0,060 0,931
Studanka Star¢ Hamry 0,009 0,305
Bila, studanka Smradlavka 0,006 0,263
Staré Hamry, pichrada 0,009 0,305

Tabulka 27 Namérené hodnoty absorbance a koncentrace u studanek nepitnych
Studanky, prameny nepitné  Absorbance  Koncentrace Fe (mg/l)

Studanka Ceské tdoli 0,011 0,329
Studanka Bolevec. rybnik 0,038 0,664
B¢la, Spankov 0,242 3,167
Babina vrt 1 0,064 0,981
Babina vrt 2 0,311 4,019

Tabulka 28 Naméiené hodnoty absorbance a koncentrace pro studny pitné

Studni¢ni voda pitna Absorbance  Koncentrace Fe (mg/l)
Rybnice2 0,019 0,427
Rybnice3 0,015 0,381
Rybnice5 0,004 0,244
Kaznéjov 0,012 0,344
Rybnice6 0,018 0,415
Stod 0,021 0,454
VIctejn 0,007 0,280
Chotésov 0,009 0,308
Dolni Béla 0,018 0,411
Studna Spankov 0,040 0,681
Plasy, Hutni 0,015 0,377
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Tabulka 29 Naméi'ené hodnoty absorbance a koncentrace pro studny nepitné

Studni¢ni voda nepitna Absorbance  Koncentrace Fe (mg/l)
Rybnicel 0,014 0,370
Rybnice4 0,017 0,399

Cizice naves 0,404 41,34
Hibitov Plasy 0,014 0,366
Kaznéjov 0,023 0,476

Lipnice 0,104 1,470
Vejprnicka, Plzen 0,012 0,338

Stary Plzenec 0,422 10,764

Ledce 0,035 0,627

3.8 VYSLEDKY A DISKUZE

3.8.1 HODNOCENi NAMERENYCH HODNOT

Aby bylo mozné vysledky spravné prezentovat, je tfeba uvédomit si pfesnost
metody 1. V jakém ptipadé naméfené hodnoty davaji smysl, kdy lze uvadét konkrétni
hodnoty pro koncentraci zeleza ve vzorku. To, jak budou vysledky vyjadieny, zalezi na
hodnoté meze detekce a meze stanovitelnosti. Tyto hodnoty byly vypocteny
v kap. 3.7.3., pro mez detekce odpovidd koncentrace Zeleza 0,17 mg/l a pro mez
stanovitelnosti 0,57 mg/l Zeleza ve vzorku. Pfitomnost Zeleza byla prokdzana u vzorkd,
ve kterych byla naméfend hodnota vyS$i nez mez detekce. Jestlize se hodnota
pohybovala v oblasti mezi mezi detekce a mezi stanovitelnosti, bylo mozné
predpokladat, Ze Zelezo se ve vzorku nachazelo, ale nebylo mozné exaktné urcit kolik.
Lze tvrdit, ze Zelezo se ve vzorku vyskytovalo, ale pouze ve stopovém mnozstvi.
Koncentrace Zeleza byla nejpfesnéji namétena v piipadech, kdy byly hodnoty vyssi nez
mez stanovitelnosti. Pokud by naméfené hodnoty byly nizsi nez limit detekce, nebylo
by moZzné prokazat pfitomnost Zeleza. Koncentrace Zeleza by pak odpovidala téméf

nule.
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Tabulka 30 Seznam naméi‘enych hodnot pro koncentraci Zeleza ve vzorku?

Vzorek Koncentrace (mg/l) Mez stanovitelnosti
Studanka Na Roudné 0,237 <mez stanovitelnosti
Rybnice5 0,244 <mez stanovitelnosti
Bila, studanka Smradlavka 0,263 <mez stanovitelnosti
Vlicétejn 0,280 <mez stanovitelnosti
Studanka Staré¢ Hamry 0,305 <mez stanovitelnosti
Staré Hamry, piehrada 0,305 <mez stanovitelnosti
Chotésov 0,308 <mez stanovitelnosti
Studanka Bolevecka naves 0,313 <mez stanovitelnosti
Studanka CiZice 0,323 <mez stanovitelnosti
Studanka Ceské tdoli 0,329 <mez stanovitelnosti
Vejprnicka, Plzen 0,338 <mez stanovitelnosti
Kaznéjov 0,344 <mez stanovitelnosti
Studanka Rybnice 0,364 <mez stanovitelnosti
Studanka Prelatka Plasy 0,364 <mez stanovitelnosti
Hibitov Plasy 0,366 <mez stanovitelnosti
Rybnicel 0,370 <mez stanovitelnosti
Plasy, Hutni 0,377 <mez stanovitelnosti
Rybnice3 0,381 <mez stanovitelnosti
Studanka Bukovec 0,396 <mez stanovitelnosti
Rybnice4 0,399 <mez stanovitelnosti
Dolni Béla 0,411 <mez stanovitelnosti
Rybnice6 0,415 <mez stanovitelnosti
Rybnice2 0,427 <mez stanovitelnosti
Stod 0,454 <mez stanovitelnosti
Kazné&jov 0,476 <mez stanovitelnosti
Ledce 0,627 >mez stanovitelnosti
Studanka Bolevec. rybnik 0,664 > mez stanovitelnosti
Studna Spankov 0,681 > mez stanovitelnosti
Studanka Tachov 0,931 > mez stanovitelnosti
Babina vrt 1 0,981 > mez stanovitelnosti
Lipnice 1,470 > mez stanovitelnosti
Béla, Spankov 3,167 > mez stanovitelnosti
Babina vrt 2 4,019 > mez stanovitelnosti
Stary Plzenec 10,764 > mez stanovitelnosti
Cizice naves 41,34 > mez stanovitelnosti

2 » v Y ~ vwr v . PR v
Zelené¢ vyznaceny hodnoty vyssi nez mez detekce, ale niz$i nez mez stanovitelnosti a Cervené
vyznaceny hodnoty vyS$si neZ mez stanovitelnosti
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3.8.2 DISKUZE — VOLBA METODY

Zaklad této prace spoCiva ve vybéru metody pro stanoveni zeleza ve vodé
pomoci spektrofotometrie. K Usp&Sné aplikaci fotometrick¢é metody bylo nejprve
zapotiebi porozumét problematice optickych metod. Pochopit zékonitosti
elektromagnetického zafeni, uvédomit si princip spektrometricky metod a seznamit se

s praci na spektrofotometru, na kterém probihalo samotné méfent.

Porovnani tfi metod probé&hlo na zéklad€ zpracovani uméle pfipravenych vzorkd.
K témto metoddm byly vyhleddny dostupné postupy, podle kterych byla pfipravena
veskera potiebna Ccinidla. Jiz pfi pfipravé cinidel byly metody hodnoceny a
porovnavany, zvlast¢ co se tyée narocnosti na piipravu. U metody 3 by mohl byt
problém s obstaranim kyseliny sulfosalicylové, ktera nepatii mezi béZné pouzivané
chemikalie. Dale bylo zapotiebi si dat pozor na Zzivotnost roztokl, napf. roztok

hydroxylaminhydrochloridu, jehoz zivotnost je omezena na Ctyii dny.

Uméle pfipravené vzorky o znamych koncentraci zeleza byly vyuzity ke
kalibraci metody. JiZ po pfidani vybarvovacich ¢inidel do roztoku, bylo patrné, ktery
roztok obsahuje vice ¢i méné zeleza (Obr. 11). Zavislost intenzity vybarveni na
hmotnostni koncentraci zeleza v uméle piipraveném nebo odebraném vzorku spliuje
podminky Lambert-Beerova zikona. Cim vétsi intenzita zbarveni roztoku, tim veétsi

koncentrace i absorbance.

B

g 'Ljﬁ;‘ >
| IS ™ il
Obr. 11 Intenzita zabarveni kalibra¢nich roztoku

Méfeni absorpce umeéle pfipravenych vzorkii se uskuteCnilo prostfednictvim
programu UV-Solutions, kde byl zvolen typ métfeni ,,Wavelenth scan“. Toto méteni
poskytlo zdznam nékolika absorp¢nich kiivek. Ze zaznamenanych spekter bylo mozné
vyc¢ist, pti jaké vinové délce dochazi k absorpénimu maximu kalibracniho roztoku. Jako

testovaci vzorky poslouzily kalibra¢ni roztoky. Z jejich maximalnich hodnot absorbanci
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pak byly vprogramu Microsoft Excel vytvofeny grafy v zavislosti maximalni

absorbance na koncentraci.

Ze samotnych absorpcnich kiivek 1ze usoudit, Ze metoda 2 nebude uplné¢ idealni
pro tuto praci. Z uvedeného grafu (¢. 3) je patrné, ze prib¢eh kiivky je kostrbaty a ze pik
ma vice vrcholl vedle sebe. Pfedpokladany vrchol piku by se mél pohybovat v okoli
vinové délky 510 nm. Pfi této vIinové délce byla odecitdna hodnota absorbance
pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky, kterd nebyla zcela linearni. Z tohoto divodu bylo
méieni opakovano s tim rozdilem, ze hodnota absorbance byla odecitdna pti vinové
délce 460 nm. Ani vtomto piipadé¢ vSak nebyla vysledna kalibrac¢ni kiivka zcela
linearni. Ackoli podle norem CSN je metoda s 1,10-fenantrolinem klasickou zakladni
bézn¢ pouzivanou metodou pro stanoveni Zzeleza ve vodé. Protuto praci ale

nejvhodnéjsi nebyla, dalsi diivody budou v nésledujicim textu jesté popsany.

Po srovnani n€kolika kalibra¢nich ptfimek bylo usouzeno, ze nejlepsi pribch
predstavuje kalibracni piimka pro metodu 1 (Graf €. 2). U metody 3 sehralo dulezitou
roli pH roztoku kyseliny sulfosalicylové. Nejprve bylo pracovano s roztokem, u které¢ho
se hodnota pH pohybovala lehce pies devét. Vyslednd absorpéni kiivka vykazovala
prabéh podle predpokladu. Absorpéni maximum v tomto piipadé¢ odpovidalo vinové
deélce 420 nm. (Graf €. 6). Pfi pfipravé roztoku kyseliny sulfosalicylové byl nachystan
jesté roztok o hodnoté pH 11. Zadmérem bylo porovnat vysledné kiivky pro dvé odlisné
hodnoty pH. Absorpéni kiivka pro vyssi pH vykazovala podobny pribéh jako u pH
niz§iho. Nejvyssi absorbance kalibra¢nich roztokl byla v obou piipadech naméfena pii
vlnové délce 420 nm. Rozdil byl zaznamenian v odectené hodnot€¢ maximalni
absorbance, ktera se liSila v fadech n¢kolika setin. Tyto zmény se samoziejmé projevily
pti konstrukci kalibracnich kiivek. Kdy odecitané hodnoty absorbanci se vyznamné
liSily, ackoli pouzité kalibra¢ni roztoky byly totoZzné. Po vyneseni hodnot absorbance a
koncentrace do grafu bylo zjevné, Ze roztok kyseliny sulfosalicylové o vysSim pH je
nevhodny (Graf €. 9). Ani v pfipad€ niZSiho pH roztoku kyseliny sulfosalicylové nebylo
dosazeno uspokojivych vysledkii, proto metoda 3 byla povazovéna za nevhodnou.
Problémem této metody je nezadouci vliv fady latek vyskytujicich se v roztoku, které
ovliviiuji nastaveni pH a nasledné€ pak 1 hodnoty absorbance. Pokud by tato metoda byla
zvolena pro stanoveni koncentrace zeleza v odebranych vzorcich, bylo by tfeba nejprve

vyzkouset a ovéfit vliv pH.
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Dalsi hodnoceni metod bylo uskute¢néno z hlediska ekonomické naro€nosti. Pro
srovnani byly pouzity ceny nalezené na strankach tii chemickych distributorti. Ceny
za jednotliva baleni pak byly piepocteny na Cisté spotifeby chemikalii. Jak jiz bylo
uvedeno v tabulce ¢. 21, nejvyhodnéjsi metodou z hlediska ekonomické néarocnosti je
metoda 1 a metoda 3. U metody 1 neni problém ani s dostupnosti chemikalii, jedna se o
bézné chemikalie, se kterymi Ize pracovat za normalnich laboratornich podminek. Po
komplexnim porovnani metod je pochopitelné, ze za nejvhodné&jsi metodu byla zvolena

metoda 1.
3.8.3 ODEBRANE VZORKY

Vzorky byly odebirany v rozmezi cca jednoho mésice z riiznych oblasti — oblast
Plzen-mésto, Plzen-jih, Plzen-sever a pro zajimavost byl odebran jest¢ vzorek
z tachovské ,,Mineralky* a tfi vzorky z oblasti Frydku-Mistku. Oblasti nebyly nijak
cilen¢ vybirany a ani blize specifikovany. Nejvice vzorkl bylo odebrano z Plzné-severu,
v této oblasti byly predpokladany vyssi koncentrace Zeleza v souvislosti s geologickym
podlozim. Vzorky byly odebirany ze studni¢ni pitné i nepitné vody a pro porovnani

byly odebrany i vzorky z pfirodnich prament (studanek).
3.8.4 HODNOCENI VYSLEDKU

V této kapitole byly vysledné hodnoty koncentrace porovnany a sefazeny
do tabulek. Dtlezitou ulohu v porovnani sehraly oblasti, ze kterych byly vzorky
odebirany, dale typy vod a na zavér srovnani vysledki pomoci platnych norem CSN.
Normy uvadéji mezni hodnoty pro koncentraci Zeleza v pitné vodé. Standardné plati, ze
maximalni hodnota koncentrace zeleza v pitné vod¢ je 0,2 mg/l a ve vyjimecnych
ptipadech, kdy je voda ¢astecné ovlivnéna geologickym podloZzim je hodnota upravena

na 0,5 mg/l.

Zvysend koncentrace Zeleza ve vodé€ neni pro ¢lovéka nijak Skodliva, ba naopak,
ale 1 presto vySs$i hodnoty Zeleza majitelé studni nevidi rddi. O tom jsem se mohla
presvédgit na vlastni kizi a to pii odbéru vzorku ze studny ve Spankové. Zelezo jako
takové neskodi ndm, ale zafizenim (kotle, bojlery), které se s zelezitou vodou dostavaji
do kontaktu. Oxidy Zeleza se usazuji ve formé¢ povlakii a poSkozuji tak domaci
spotiebice. Déle tyto povlaky mohou byt zivnou piidou pro Zzelezité bakterie, které

mohou mit negativni vliv na lidsky organismus. Naopak ale v mineralnich vodach tzv.
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»Kyselkdch®, je zvySend hodnota zeleza Zddana a to z divodu lé¢ivych Gcinkl. V této
préci se pozitivni zvySena koncentrace zeleza vyskytovala v odebraném vzorku z pitné

tachovské ,,Mineralky*.

Rozdéleni vysledkii do nékolika skupin:
1) Koncentraci zeleza ve vzorku neni mozné presné specifikovat. Lze

predpokladat, ze Zelezo se ve vzorku vyskytovalo pouze ve stopovém
mnozstvi. (hodnota lezici pod limitem stanovitelnosti, tzn. < 0,57 mg/1)
2) Koncentrace zeleza ve vzorku byla specifikovana konkrétni namétenou

hodnotou. (hodnota lezici nad limitem stanovitelnosti, tzn. > 0,57)

Vétsina vysledkll se pohybovala v rozmezi meze detekce (MD) a meze

stanovitelnosti (MS), Zelezo bylo v téchto vzorcich prokazano.

Srovnani vyslednych hodnoty v ramci jednotlivych oblasti odbéru
1) Koncentrace Zeleza pro vzorky Plzeii-mésto

2) Koncentrace Zeleza pro vzorky Plzeii-sever
3) Koncentrace zeleza pro vzorky Plzen-jih

4) Koncentrace pro vzorky Frydek-Mistek

Tabulka 31 Koncentrace Zeleza pro vzorky Plzen-mésto

Plzen mésto Koncentrace Fe (mg/l)

Studdanka Na Roudné stopové mnozstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Studanka Bolevec. naves | stopové mnozstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Studanka Ceské tudoli stopové mnozstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Vejprnicka, Plzen stopové mnozZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Studanka Bukovec stopové mnozstvi Zeleza < mez stanovitelnosti
Studanka Bolevec. rybnik 0,66 > mez stanovitelnosti
Stary Plzenec 10,76 > mez stanovitelnosti
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Obr. 12 Zogrgzem iﬁis
Body na mapé (A - G) odpovidaji serazenym vzorkim z tabulky ¢. 31.
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Pro oblast Plzei-mésto byly zaznamenany dva piipady, kdy hodnota
koncentrace ptesahovala limit stanovitelnosti. V téchto piipadech byla ptekrocena i
mezni hodnota platna pro koncentraci Zeleza v pitné vod¢. Jednalo se za prvé o vzorek
ze studanky u Boleveckého rybnika a za druhé o vzorek studni¢ni nepitné vody
ze Starého Plzence. Voda ze studny ve Starém Plzenci neslouZi jako pitna, ale jako
uzitkova tzv. voda na zalévani. ZvySena hodnota mize byt dana nékolika faktory, ale
nejpravdépodobnéjsi pri¢ina bude v malém pouzivani studny. Predpokladam, ze studna
nasledné 1 Cerpaci zafizeni (pumpa) je zneCisSténé a Zelezo miiZze byt usazeno ve formée
oxidi a hydroxidd uvnitf studny. Dale v této oblasti nebyly zaznamenany dalsi

vyznamné vys§i koncentrace.
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Tabulka 32 Koncentrace Zeleza pro oblast Plzen-sever

Plzeii sever

Koncentrace Fe (mg/l)

Rybnice5

Kaznéjov

Studanka Rybnice
Studanka Prelatka Plasy
Hibitov Plasy
Rybnicel

Plasy, Hutni
Rybnice3

Rybnice4

Dolni B¢la
Rybnice6

Rybnice2

Kaznégjov, Sportovni
Ledce

Studna Spankov
Babina vrt 1

Bé¢la, Spankov
Babind vrt 2

a\ P

stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza
stopové mnozZstvi Zeleza

0,63

0,68

0,98

3,17

4,02

<mez stanovitelnosti
< mez stanovitelnosti
< mez stanovitelnosti
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Obr. 13 Zobrazeni mist odebranych vzorki
Body na mapé (A - S) odpovidaji sefazenym vzorkim z tabulky ¢. 32
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PRAKTICKA CAST

V oblasti Plzen-sever (Obr. 13) bylo odebrano nejvice vzorkt. V péti ptipadech
byla naméfena vyssi koncentrace Zeleza, ktera zaroven piekrocila mezni hodnotu pro
koncentraci zeleza v pitné vodé. Nejvyssi koncentrace vykazovaly vzorky z vrtu mezi
Babinou a Nebiezinama (Obr. 14). Jiz pii odbéru bylo zfejmé, Ze voda bude obsahovat
vice mnozstvi zeleza. Ackoli vyvérajici voda je pruzracné Cista, dno Nebtezinského
potoka vypada jako by bylo zlaté. Zlatou barvu zptsobuje zoxidované zZelezo, které se
zde usazuje ve formé oxidi zeleza. Vyznamnou roli v zabarveni maji i Zelezité bakterie
vytvarejici Cervenooranzové povlaky. Prakticky to samé plati u vzorku odebrané¢ho
z potoka B¢la, ktery prameni nedaleko Spankova. ZvySené koncentrace Zeleza jsou

typické pro bezkyslikaté a kyselé podzemni vody.

Obr. 14 Vrt mezi Babinou a Nébf'éii.rizi'iha

Tabulka 33 Koncentrace zeleza pro oblast Plzeii-jih

Plzen jih Koncetrace Fe (mg/1)

Vlictejn stopové mnoZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Chotésov stopové mnozZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Studanka Cizice stopové mnoZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Stod stopové mnozZstvi Zeleza < mez stanovitelnosti
Lipnice 8 1,47 > mez stanovitelnosti
Cizice naves 41,34 > mez stanovitelnosti
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Obr. 15 Zobrazeni mist odebranych vzorki (19)
Body na mapé (A - F) odpovidaji serazenym vzorkim z tabulky ¢. 33

V oblasti jizniho Plzeniska bylo odebrano Sest vzorktli, z nichz u dvou byla
naméfena zvySena koncentrace Zeleza. U vzorku ze studny v CiZicich hodnota
koncentrace n€kolikandsobné piekrocila mezni hodnotu stanovitelnosti, tim padem i
limit pro koncentraci Zeleza v pitné vodé€. To, ze byla koncentrace tak vysoka, m¢ ani
nepiekvapilo, jiz po odebrani vzorku byl pozorovan hnédo oranzovy zakal a zépach.
Studna neni vyuzivana a pumpa je zrezavéld (oxidem zelezitym, popt. hydroxidem
zelezitym). V ptipadé druhé zvySené koncentrace v obci Lipnice, byla také pficina

v znec€isténi studny.

Tabulka 34 Koncentrace Zeleza pro oblast Frydek - Mistek

Frydek - Mistek Koncentrace Fe (mg/1)

Studanka Smradlavka stopové mnozZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Studanka Staré Hamry stopové mnozZstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
Staré Hamry, piehrada stopové mnozstvi Zeleza <mez stanovitelnosti
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Obr. 16 Zobrazéni mist odeﬁranych vzorki (19
Body na mapé (A - C) odpovidaji sefazenym vzorklim z tabulky ¢. 34

V poradi ctvrtd oblast byla uvedena pouze pro zajimavost. V této oblasti byly
provedeny pouze tii odbéry a ani u jednoho nebyla zaznamenana vysSi koncentrace

zeleza.

59



PRAKTICKA CAST

Pro uceleni informaci o oblastech s vyskytem zeleza uvadim mapu s ndzornym

A4

zakreslenim vyskytu zeleza. Nejtmavsi oblasti predstavuji nejvyssi koncentrace zeleza.

Obr. 17 Mapa s nazorné vyznacenymi oblasti vyskytu Zeleza (20)

Kdybychom chtéli porovnavat uvedené oblasti komplexnéji, bylo by zapotrebi
odebrat mnohem vice vzorki, aby srovnani vysledkli bylo relevantni. V této praci se
pouze domnivame a predpokladame, v jakych oblastech mize byt problém s vyssi
koncentraci Zeleza. Pfedpoklady o zvySené koncentraci Zeleza na Plzni severu potvrzuje
1 koncentrani mapa. Je patrné, Ze vysSi koncentrace Zeleza lemuji oblasti spojené

s diilni t&bou na zapadé Cech.

60



ZAVER

4 7ZAVER

V bakaléiské praci bylo dosazeno stanovenych cild. Dle tfi metod vhodnych pro
stanoveni zeleza ve vod¢ probéhlo méieni na spektrofotometru HITACHI U-2001.
Metody byly na zaklad¢ umeéle piipravenych vzorkl otestovany a nédsledné porovnany.
V porovnani sehrala dualezitou roli kalibrace, ktera poslouzila jako hlavni srovnavaci
kritérium pifi volbé metody. Za nevhodngj$i metodu byla zvolena metoda 1
s thiokyanatanem draselnym. Diky této metodé bylo realizovano vlastni méfeni

odebranych vzorkii.

Béhem porovnavani metod bylo zjisténo, ze metoda 2 s 1,10-fenantrolinem je
velice citlivd, ale ndro¢na na pfipravu pracovnich roztokll. V tomto ptipadé nebylo
dosazeno uspokojivych vysledki kalibrace. V dostupnych laboratornich podminkéch a
pro ucel této prace, byla tato metoda nevhodna. Jako nevyhovujici se ukdzala i metoda 3
s kyselinou sulfosalicylovou, u které se projevil znacny vliv pH. Nastavit optimalni
hodnotu pH roztoku kyseliny sulfosalicylové bylo zna¢né naro¢né. Bylo prokazano, ze
se zvysujici se hodnotou pH roztoku, se zvySuje i hodnota namétené absorbance. Jako
nejvhodnéjsi metoda se tedy projevila metoda 1 s thiokyanatanem draselny, u které
nebyla zaznamenana vétsi komplikace. Metoda vyhovuje bé&znym laboratornim
podminkam. Je vhodnd pro analyzu odebranych vzorku, kde predpokladame vyssi
vyskyt Zeleza o koncentraci vétsi nez 0,5 mg/l. V téchto ptipadech je pak mozZné

exaktné stanovovat hodnoty pro koncentraci Zeleza ve vzorku.

V této praci byla pfitomnost Zeleza prokazana ve vSech odebranych vzorcich.
Exaktni hodnoty koncentrace byly vSak naméteny pouze ve vzorcich, u kterych byl
splnén limit stanovitelnosti. Naméfené hodnoty byly srovnany a zaznamenany do
ptehlednych tabulek. Je tfeba ale podotknout, ze vysledné hodnoty nebyly
nejdulezitéjSim bodem této prace. Podstata této prace spocivala ve volbé metody.
Ukolem bylo najit vhodnou metodu, dle které bude mozné stanovovat koncentrace

Zeleza za béznych laboratornich podminek, napft. ve Skolnich laboratofich.

Na zaklad¢ této prace miizeme tvrdit, Ze vySsi koncentrace zeleza ve vode¢ jsou
na zapad¢ Cech pomérné Casté. Nabizi se tedy otdzka, pro¢ tomu tak je. Dale muze

pfemyslet o tom, jaky vliv maji vyssi koncentrace Zeleza nejen na ¢lovéka, ale 1 na raz
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krajiny. Mzeme si polozit i otazky tykajici se odstraiiovani Zeleza. Zminéné otazky se

mohou stat naplni pro dalsi bakaléaiské ¢i diplomové prace.
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5 RESUME

This bachelor‘s thesis is focused on spectral methods, which we can make use of
in determination of iron in the water. The quantity of iron in the water in my thesis was
determined by using three spectrophotometric methods. These methods were tested and
then afterwards compared to each other. The results of the comparison lead to selection

of the most suitable method for laboratory use.

I consider the method of photometric determination of iron using potassium

thiocyanate as one of the most suitable and effective in consideration of my work.

I was using this method to measure the concentration of iron in my collected
samples of water, which came from various sources. The recorded data was evaluated
and eventually compared with CSN standards. CSN standards state maximum permitted

amount of iron in drinkable water.

From conclusions of my experiments we can infer, that the method of
determination of iron using potassium thiocyanate is very suitable for measurement of

samples with higher concentration of iron.
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Tabulka Piehled odebrany vzorkt
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= BN |
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21.2.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014

6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
6.3.2014
20.3.2014
20.3.2014

20.3.2014
20.3.2014
20.3.2014
20.3.2014

Typ odbéru

Studna - ¢erpadlo
Studna - kohoutek
Studna - kohoutek
Studna - ¢erpadlo
Studna - kohoutek
Studanka

Studanka
Studanka
Studanka
Studanka
Studanka
Studanka
Studna - pumpa
Studna - ¢erpadlo
Studna - pumpa
Studanka
Studna - kohoutek
Studna - pumpa
Studna - kohoutek
Studna - pumpa
Studna - pumpa
Studanka
Studna - pumpa
Studna - pumpa

Studna - kohoutek
Studna - kohoutek
Studna - pumpa
Potok
Studna - kohoutek
Studanka
Potok

Studanka
Studna - pumpa
Pramen
Potok

Pitna/nepitna

nepitna
pitna
pitna

nepitna
pitna
pitna

pitna
nepitna
pitna
nepitna
pitna
pitna
nepitna
pitna
nepitna
pitna
pitna
nepitna
pitna
nepitna
nepitna
pitna
nepitna

nepitna

pitna
pitna
pitna
nepitna
pitna
pitna

pitna

pitna
pitna
nepitna

nepitna
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Pracovni navod

Fotometrické stanoveni veSkerého Zeleza s thiokyanatanem draselnym
Téma: Stanoveni zeleza ve vodé
Ukoly:
1) Ptiprava zasobniho roztoku siranu zelezit¢ho
2) Piiprava sady kalibra¢nich roztoka
3) Vlastni méfeni odebranych vzorki
Piistroje:
Spektrofotometr s moZnosti nastaveni vinové délky 500 nm
Chemikalie:

1. Kyselina chlorovodikova (p = 1,19 g/ml) p.a.
2. Siran zelezity nonahydrat p.a.
3. Thiokyanatan draselny p.a.

Priprava zasobniho roztoku

Ve 100ml odmérné batice se rozpusti 0,050 g siranu zelezitého pomoci 10 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikoveé. Nésledné se roztok doplni destilovanou vodou
po rysku. Zasobni roztok obsahuje v 1 ml 0,1 mg Zeleza, tj. hmotnostni koncentrace

zeleza v roztoku odpovida 100 mg/I.

Piiprava kalibraénich roztoki

Nejprve je nutné ziedéni zasobniho roztoku (ZR) siranu Zzelezitého
na hmotnostni koncentraci 50 mg/l. Do 100ml odmérné banky se odpipetuje 50 ml ZR a
doplni destilovanou vodou po rysku. Vznikly pracovni roztok standardu (PR) slouzi ke
kalibraci, kterou provedeme dle tabulky. Do Sesti 50ml odmérnych ban¢k se postupné

napipetuji rizné objemy PR doplnénych po rysku.

Odpipetovany objem (ml) Destilovana voda Koncentrace KR (mg/l)

0,5 Doplnit po rysku 0,5
1,5 Doplnit po rysku 1,5
2,5 Doplnit po rysku 2,5
3,5 Doplnit po rysku 3,5
4,5 Doplnit po rysku 4,5

5,5 Doplnit po rysku 5,5

II
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Postup

Kalibra¢ni roztoky o riznych koncentracich pfevedeme do Sesti 100ml kadinek a
postupné zpracujeme dale uvedenym zpiisobem. K 50 ml kalibra¢niho roztoku se ptida
2,5 ml kyseliny chlorovodikové (1:1) a 5 ml 20% roztoku thiokyanatanu draselného.
Vznikly jiz vybarveny roztok promichdme a nechame odstit cca deset minut. Po
uplynuti deseti minut je mozné zméfit absorbanci a to pii vinové délce 500 nm. Stejnym
zpusobem zpracujeme i slepé stanoveni s destilovanou vodou. Na zakladé namétenych
hodnot absorbance jednotlivych kalibracnich roztokii vyneseme kalibrac¢ni kiivku

v zavislosti absorbance na koncentraci.

Odebrané vzorky je nutné konzervovat pomoci kyseliny chlorovodikové (cca
k 50 ml vzorku 1 ml kyseliny chlorovodikové 1:1). Takto zakonzervované vzorky
vydrzi az jeden tyden. Pak vzorky zpracujeme obdobné jako kalibracni roztoky.
K 10 ml vzorku ptiddme 0,5 ml kyseliny chlorovodikové (1:1) a 1 ml 20% roztoku
thiokyanatanu draselného. Vznikly roztok promichame a nechame odstat deset minut.
Po uplynuti deseti minut méfime absorbanci pii vlnové délce 500 nm. Hmotnostni
koncentrace Zeleza ve vzorku se ur¢i pomoci linearni rovnice kalibraéni kiivky, do které

dosadime namétené hodnoty absorbance.

Metoda je vhodna pro stanoveni, kde ptedpokladame vyssi obsah zeleza, tj. >

0,5 mg/l.
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