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Spektrofotometrické stanoveni zeleza

Cotoje?

Pokud je vzorek barevny, znamena to, Ze absorbuje zareni urcité vinové délky ve viditeIném zareni.
Zelezité kationty reaguji s thiokyanatanem za vzniku oranZovo-Eerveného komplexu - vznikne
nacervenaly roztok. Pokud mdme vhodné zafizeni, které dokdze urcit intenzitu zareni dané barvy
(vinové délky), naptiklad fotoaparat v kombinaci s programem na pocitaci k vyhodnoceni, miizeme
zjistit, kolik Zeleza v mineralni vodé mame.

Nejprve musime pomoci fotoapardtu priradit intenzitu zareni k jednotlivym koncentracim. Vytvorime
tedy nékolik standard( (=roztokl znamého sloZeni a koncentrace), které promérime a vytvofime z
nich kalibraéni zavislost. Z této zavislosti pak ur¢ime mnozstvi zeleza ve vzorku.

Odbér vzorku
Odebereme jednu lahvic¢ku (100 ml) vody z pramene a zakonzervujeme vzorek 0,5 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né (stejné konzervacni Cinidlo jako pfi stanoveni tvrdosti vody.

Postup
Pred kazdym mérenim
Vytvorime si kalibraéni roztoky - standardy, staci jedna kalibrace pro kazdy cely den, co budeme na

zakladné analyzovat. Do sedmi odmérnych banék o objemu 5 ml budeme pipetovat jednotliva ¢inidla
podle nasledujici tabulky:

c (mg/l) V(Fe, pl) V(KSCN, pl)

0,0 0 200
2,5 125 200
5,0 250 200
10,0 500 200
20,0 1000 200
40,0 2000 200
80,0 4000 200
vzorek 0 200

Do kazdé banky dame prislusny objem standardu Zelezitych kationt( (zasobni roztok ma koncentraci
100 mg/l) a vidy 200 ul zadsobniho 10% roztoku thiokyanatanu draselného. Kazdou bariku doplnime

deionizovanou vodou po rysku bariky, zavieme a promichame.

Vzorek

Vzorku pipetujeme do barky nejprve vice, to je 4000 pul, pfidame 200 ul roztoku thiokyanatanu a
doplnime po rysku deionizovanou vodou. Pokud bude intenzita zelené vétsi nez nejvyssi namérena
hodnota kalibracniho roztoku, zkusime pfipravit novy vzorek - do banky pipetujeme 2000 pl,
pfidame thiokyanatan (200 pl) a doplnime vodou. Pokud naopak bude intenzita zelené mensi nez
na 50 ml pipetujeme 10 ml vzorku, pfiddme 2 ml thiokyanatanu a doplnime deionizovanou vodou po
rysku.




Na mikrotitraéni desticku naneseme po trojicich standardy se vzrlstajici koncentraci a nakonec
vzorek. To znamen3, Ze do prvnich tfi jamek pipetujeme jeden standard, pod néj do dalSich tfi vedle
sebe druhy standard, atd. Do kazdé jamky pipetujeme vzdy 200 pl.

Nyni vyfotografujeme mikrotitracni desticku na bilém podkladu (papiru). Fotografii otevieme v
pocitaci v programu RGB color a uréime intenzitu zelené barvy v kazdé jamce.

Kalibrac¢ni rovnice
Intenzity pak pro kazdy standard zprimérujeme a vyneseme do tabulky v excelu:

Koncentrace (mg/I) Intenzita zelené (primér)
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Vytvofime bodovy graf, kde na "x" ose bude koncentrace a na "y" ose bude intenzita zelené. Soubor
bodll v grafu proloZzime regresni pfimkou. Na body kliknem pravym tladitkem a vybereme "pridat
spojnici trendu", vysko¢i nam tabulka, kde zaskrteneme "zobrazit R hodnotu" a "zobratit rovnici
regrese". Dostaneme rovnici pfimky a hodnotu korelac¢niho koeficientu - ten nam fika, jak moc je
nase kalibrace presna. Jeho hodnota by méla byt idealné 1 (vSechny body leZi na pfimce). My musime
mit hodnotu koeficientu alespon 0,9900. Jinak musime kalibraci pfedélat. MUize se stat, Ze body v
grafu nebudou lezet na pfimce, ale zavislost bude zakfivena, v takovém ptipadé ze série bodl
vyskrtneme nejvyssi koncentraci, abychom mobhli proloZit pfimkou linedrni ¢ast.

Rovnice ve tvaru y = ax + b je kalibracni rovnice, kterou pouzijeme k vyhodnoceni vzorku. Zmérenou
nn

intenzitu zeleného svétla dosadime do rovnice za "y" a dopocitdme "x". Hodnota "x" je koncentrace
naseho fedéného vzorku.

Abychom zjistili koncentraci Zelezitych kationt(i v minerdini vodé, vynasobime zjisténou koncentraci a
objem vzorku, ktery jsme pouzili k analyze v litrech (takZze pro 5 ml to je 0,005 | a pro 50 ml to je
0,05 1). Ted jsme spocitali, kolik miligram( mame v fedéném vzorku. Koncentraci zjistime tak, Ze toto
mnozstvi v miligramech vydélime objemem vzorku v litrech, ktery jsme vzali k analyze (tj. pokud jsme
davali 4000 pl, napiSeme 0,004 | a pokud jsme davali 10 ml, napiseme 0,01 ). Vysledek mame v mg/I.




