Uloha 1. Spektrofotometrie — Absorpéni kiivka eosinu a stanoveni

jeho koncentrace
Pozadované znalosti: Optické laboratorni metody

Cil ulohy:
Urceni absorpcniho maxima eosinu z absorp¢ni kiivky. Spektrofotometrické stanoveni
koncentrace.

Ukol 1
Méfreni absorp¢ni kFivky eosinu a ur¢eni maxima v oblasti viditelného spektra.

Potieby k méfteni:
Spektrofotometr Specol, automaticka pipeta, roztoky pro méfeni, destilovana voda.

Pracovni postup:

1) Zapnéte spektrofotometr a nastavte pomoci volice vinovych délek vinovou délku
450nm.

2) Zkontrolujte Cistotu kyvet (pozor: kazda kyveta ma 2 stény Ciré a 2 matné). Kyvetu
uchopte vzdy pouze za matné stény.

3) Spektrofotometr Specol ma pohyblivy drzdk méticiho nastavee pro 2 kyvety, vliozte
nejprve kyvetu s destilovanou vodou do jednoho uchytu, do druhého tchytu kyvetu

s mé&fenym roztokem. Kyvety musi byt naplnény nejméné do dvou tietin.

4) Zméite hodnotu absorbance. Pro destilovanou vodu se na displeji spektrofotometru
musi ukazat hodnota 0,000. To znamena, ze pro destilovanou vodu se automaticky nastavila
hodnota absorbance 0,000. Nyni do méficiho prostoru zasunte kyvetu s métenym roztokem a
odectéte jeho absorbanci A.

5) Poté do méticiho prostoru zasuite opét kyvetu s destilovanou vodou a hodnotu vinové
délky zvétsete 0 5 nm. Po vynulovani displeje (absorbance pro destilovanou vodu opét 0,000)
vlozte do méticiho prostoru kyvetu se zkoumanym roztokem a odectéte jeho absorbanci A.

6) Uvedeny postup opakujte a vinovou délku svétla zvyste pti kazdém kroku o 5 nm. Pfi
proméfovani absorpcni kiivky postupujeme do vinové délky 550 nm.
7) Do grafu vyneste zavislost absorbance na vinové délce a odectéte absorpéni

maximum, coZ je vinova délka, pii které je absorbance méfeného roztoku nejvyssi.

Ukol 2
Spektrofotometrické stanovovani koncentrace roztoku.

Potfeby k méreni:

Spektrofotometr Boeco, automaticka pipeta, stojan s pottebnym mnozstvim zkumavek, roztok
pro méteni o znamé koncentraci, vzorek o nezndmé koncentraci, destilovana voda, bunicita
vata.

Pracovni postup:

1. Zasobni roztok o znamé koncentraci nafed’te destilovanou vodou tak, aby jste ziskali
n¢kolik dalSich roztokl o zndmych nizsich koncentracich nez byla ptivodni koncentrace.
Redéni zasobniho roztoku proved'te nejlépe pomoci kiizového pravidla. (Napf. pro eosin
mame zasobni roztok o koncentraci Spg/l a pomoci kiizového pravidla a presného fedéni
piipravime roztoky o koncentraci 4, 3, 2 a 1ug/l).

2. Zapnéte spektrofotometr a nastavte pomoci volice vlnovych délek vinovou délku diive
zjisténého absorpéniho maxima eosinu




3. Zkontrolujte Cistotu kyvet (pozor: kazda kyveta ma 2 stény €iré a 2 matné). Kyvetu
uchopte vzdy pouze za matné stény.

4. Kyvety musi byt naplnény nejméné do dvou tietin. Spektrofotometr Boeco ma pouze
jeden drzak, vlozte nejdiive kyvetu s destilovanou vodou, potom teprve kyvetu s méfenym
roztokem o nejnizsi koncentraci.

5. Zm¢ite hodnotu absorbance. Pro destilovanou vodu se na displeji spektrofotometru
musi ukazat hodnota absorbance 0,000. To znamenad, ze pro destilovanou vodu se automaticky
nastavila hodnota absorbance 0,000. Nyni do méficiho prostoru zasuiite kyvetu s mérenym
roztokem o nejnizsi koncentraci a odectéte jeho absorbanci A.

6. Poté opét do méficiho prostoru zasuite opét kyvetu s destilovanou vodou. Po
vynulovani displeje (absorbance pro destilovanou vodu 0,000) vlozte do méticiho prostoru
kyvetu s nafedénym roztokem o dal$i znamé koncentraci a odectéte jeho absorbanci.

7. Uvedeny postup opakujte se vSemi pfipravenymi zndmymi koncentracemi
zkoumaného roztoku. Pfed kazdou novou koncentraci kalibrujte piistroj destilovanou vodou
(absorbance pro destilovanou vodu 0,000). Vinovou délku svétla neméite. Pouzité
koncentrace a jim ptislusné naméfené absorbance zapiste do tabulky a vytvoite graf zavislosti.
8. Nakonec zméite absorbanci téhoz roztoku o neznamé koncentraci. Z vytvoieného
grafu odectéte koncentraci neznamého vzorku.



