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Spektrofotometrie
Rovnovahy v roztocich
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Teoreticka ¢ast z Vlacilovy sbirky prikladu:
22.1.6 Spektrofotometricka titrace

Velke piesnosti stanoveni latky lze dosahnout pii spektrofotometrickém
zjiStovani bodu ekvivalence pii titracich. Titrace se sleduje pfi vhodné zvolené
vinove délce zafeni, jeZ prochazi kyvetou s titrovanym roztokem. MéFi se jeho
absorbance v zavislosti na pfidavaném objemu titraéniho ¢inidla — titraéni k¥ivka.
Konec titrace je urovan zlomem na této zavislosti.

Jako priklad jsou uvedeny typy titracnich k¥ivek pro titraci zaloZenou na
reakci

X+Y =P

kde X je molekula stanovované latky, Y — uc¢inna &astice titraéniho ¢inidla a P —
produkt reakce. Pribéh titrace se sleduje méfenim nebo automatickou registraci
absorbance roztoku pii takové vinové délce, pfi niZ absorbuje pouze jedna z uvede-
nych reagujicich Castic. Probiha-li tato reakce kvantitativné a? k bodu ekvivalence

bod ekvivalence
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T Obr. 30 Fotometrické titraéni kiivky

V — objem pfidavaného titra¢niho &inidla,
— < ’ A — avk?sorbance; ¢islicemi 1 az 3 je oznaden
! tvar kiivky




(rovnovéazna konstanta reakce je znacné velka) a plati-li v celém pribéhu Beertiv
zakon, je moZny troji pribéh idealni titraéni kfivky podle toho, ktera z ¢astic absor-
buje (viz obr. 30). Bod ekvivalence je uréen priseéikem primkovych &asti kiivek
pied bodem ekvivalence a za nim. Dostavame tedy podobny pribéh, s jakym se
setkavame napf. u titrace konduktometrické ¢i polarometrické; pii viech téchto
titracich je méfena veli¢ina pifimo umérna koncentraci aktivni Castice. Naméfenou
absorbanci roztoku je tieba v obecném ptipadé korigovat na zménu objemu spo-
jenou s piidavkem titraéniho Cinidla. Neni-li Cinidlo mimofadné koncentrovaneé,
aby tato zména byla zanedbatelna, je tfeba nasobit nalezenou absorbanci tzv. zfe-
dovacim faktorem f = (V;, + V,)/V,, kde V, je pocatecni objem titrovaného roztoku
a V, — piisluSny objem piidancho Cinidla. K sestrojeni uvedenych titracnich kiivek
sta¢i znat n&kolik hodnot 4 a ¥, pted bodem ekvivalence a nékolik za nim.
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22.1.10 Stanoveni rovnovaznych konstant reakei v roztoku

22.1.10.1 Disociaéni konstanta slabé kyseliny nebo slabé zasady

Princip vypoétu z fotometrickych dat si ukaZeme na
lin¢ HB. Disociaéni konstanta K, kyseliny HB, tj. rovnoy

HE = H* 4+ B*

slabé jednosytné kyse-
azné konstanta reakce

je dana vyrazem (v¥znam symbolg viz kap. 6)

[HB] 3, ' v

K, a ay- se zpravidla vyjadtuji pomoci jejich zapornych logaritm

, ]. hodnot pK,
a pH. Potom je

[B_] VB-
K (HB) = pH — | — log 2B=
pK,(HB) = p og [HB] og

- (22.40)
H



P1i urCovani pK, spektrofotometricky se touto metodou vlastné stanovuje
pomér [ B~ |/[HB]. Hodnota PH se urcuje potenciometricky nebo se nastavi pomoci
standardniho tlumide. Hodnotu Yug lze povazovat v ptiblizeni za rovinu jedné.
Hodnotu — log y, je mozno pocitat pro zfedéné roztoky o znamé iontové sile
(/ < 0.,1) podle vztahu (6.2). Vykazuji-li bud obé&, nebo alespon jedna z &astic B~
a HB charakteristické absorpéni spektrum, lze pomé&r [B~]/ [HB] stanovit méfenim
absorbanci vhodné pfipravenych roztoku Pr1 vhodnych vinovych délkach. Jestlize
ani B™, ani HB neabsorbuji, musi se pro spektrofotometrické stanoveni pK, pouzit
vhodny barevny acidobazicky indikator. Uvedeme pFklady ahan miimads

1. Protolyt absorbuje

UkaZeme si dva numerické g jeden graficky postup, jak urcit pK, na zakladg
rovnice (22.40). '
a) Vypocet PK, z méieni absorbance Pii jedné vinové délce

Zvolime kyselinu HB a alter
HB i B™. Pro roztok kyseliny o lat

= [HB] + | B™]. Absorbance roztoku v kyveté o b =1 cm pti vinové déjce /. je
| A=Ayp+ A, = éus HB] + &5 [B™] = &c (22.41)

nativu, Ze absorbuji soudasné obé formy, tj.
kové koncentraci ¢ plati latkova bilance ¢ —

kde ¢ = Alc je celkovy molarni absorpéni koeficient smési HB + B™. Po dosazeni
za ¢ z latkové bilance do (22.41) a po uprave vyjadfime pomér [B~]/[HB] potfebny
k vypoctu pK, vztahem |
B~ Alc) —
[ ] s ( /C) 8HB (2242)
[HBJ ég- — (A/c)



Nezname-li hodnoty molarnich absorp¢nich koeficienti v této rovnici, postupujeme
tak, ze (pfedpokladame stale b = 1) pii stejné celkové koncentraci ¢(HB) promé&fime:
' 1. absorbanci 4, okyseleného roztoku HB, aby jeho pH < pK,(HB) — 3;
disocia¢ni rovnovaha se tim posune tak, ze [HB] = ¢, a tedy 4, = ¢5¢;
2. absorbanci A4, tak zalkalizovan¢ho roztoku HB, aby jeho pH >
> pK,(HB) + 3; rovnovaha se tim posune tak, 7e [B™] = ¢, a tedy A, = egc;
3. absorbanci A, roztoku HB upravené¢ho ptidavkem vhodného tlumice
na pfesnou hodnotu pH, pfiblizn€ odpovidajici hodnoté pK,(HB) ([B™] ~ [HB]).
Po dosazeni za A = A,, ggy = A,/c a &5 = A,[c do (22.42) a dale pak do
22.40) ziskame vztah pro vypolet smiSené hodnoty pK (HB) z experimentalnich
hodnot pH, A4,, 4,, A;:
A, — A,

K,(HB) = pH — log =3
pK,(HB) = p Sy

(22.43)

Zcela analogicky postup se pouZiva pro stanoveni K, protolytické konstanty
slabé faze B

B + H O = BH" + OH-
pro kterou plati
[BH"]

[B]

pK,(B) = pOH — log (22.44)




¢) Grafickd metoda stanoveni disociatni konstanty K

Hodnotu K, lze tez zjistit graficky (viz napf. [7]), aniz je tfeba znat hodnotu
&g, Jejiz stanoveni nékdy byva obtizné. Po dosazeni za pomér [B™]/[HB] z rovnice
(22.42) do (22.39) a po upravé (vliv aktivitnich koeficientd zanedban) ziskame vyraz
vhodny ke grafickému zpracovan:

- (Afc) — eyp - K(HB) [e5- — eus]  €a- — Eyp

(22.47)

Vynasime-li do grafu 1/[(4/c) — &) proti [H*], dostaneme piimku, ktera vytne
na ose 1/[(A/c) — e,5)] Usek odpovidajici hodnoté 1/(e;- — &p). Hodnotu K. (HB)
odeCteme na ose x pii takové hodnoté |H"], které odpovida na ose y dvojnasobek
useku 1/(ep- — &yp)
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Priklad 22.43 Z nasledujicich fotometrickych hodnot pii 292 nm vypoctéte
pK, acetylacetonu (slabé kyseliny) ve vodném roztoku. Molarni absorpéni koeficient
nedisociované kyselé formy je 9,5.10% 1 mol™! cm ™!, molarni absorpéni koeficient
aniontu je 2,31.10% 1 mol™! cm™!. Absorbance roztoku o latkové koncentraci
30.107° mol 17! a pH = 9,18 byla 0,450. Aktivitni koeficienty pii vypo&tu pova-

zujte za jednotkoveé. |pK, = 8,94]
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Priklad 22.44 Vypoctéte pK, fenolu z absorbanci jeho vodnych roztokd,
méfenych v kyveté o tloustce 1 cm pfi 287 nm pro celkovou koncentraci fenolu
2,00.10™* mol 17* a tato prostfedi: 1. HCI 0,01 mol 17%, A, = 0,001; 2. NaOH
01 mol 174, 4, =0,512; 3. tlumi€ o pH = 10,02, A, = 0,285. Vliv aktivitnich ko-
eficientdl zanedbejte. [pK,(fenol) = 9,92]
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Priklad 22.45 a) Odvodte vztah analogicky rovnici (22.43) pro pK, slabé
zasady B. b) Vypoctéte pK, anilinu (slabé zasady), znate-li pfi A = 279,1 nm hodnoty:
ep+ = 0,00, g5 = 1,48 .10° 1 mol™ ! cm ™', absorbance 4 = 0,348 pro roztok ani-
linu o koncentraci 5,00. 10~ * mol 17! pii pH = 4,75 v kyveté& o tloustce 1 cm.

[a) pK,(B) = 14 — pH — log (j‘;c; (4] : b) pK . (anilin) = 9,20}

— Epp+
b) Vypolet pK, z méieni absorbanci p¥i dvou vinovych délkdch
Podobné jako u predchoziho postupu zjistujeme i zde pomér [ B~ |/[HB].
Vyuzivame k tomu méfeni absorbanci roztoku kyseliny obvykle v maximech pasu

aniontu B~ a pasu volné kyseliny HB. Jde o zvlastni ptipad analyzy dvouslozkového
systému, ktera byla popsana v odd. 22.1.8. Vztahy uvadime opét pro jednosytnou
slabou kyselinu a kyvetu o tloustce 1 cm. Pro absorbance roztoku plati:

pi1 4, A, =&, 1px[HB] + éi5-1B ] (22.45)
pii A, A, = &, yg| HB] + g 5| B} | (22.46)

Z téchto rovnic vycislime hodnoty [ HB] a [B™|. Hodnoty & potiebné k vypod&tu lze
zjistit podobng, jak bylo popsano u pfedchoziho postupu, tj. z méfeni absorbanci
dostate¢né okyselenych resp. dostate&né zalkalizovanych roztokt kyseliny o zndmé
koncentraci pfi obou vinovych délkach.

Pro roztok, jehoz 4, a A, jsou zméfeny pfi znamé hodnoté pH a popf.
1 1ontové sile (pocitame-li s aktivitnimi koeficienty), ziskame pak pK_, dosazenim
do vztahu (22.40).



Priklad 22.46 Maximum absorbce kyselé formy methylové &ervené je prii
528 nm, alkalické formy pfi 400 nm. Okyseleny 1,22.10 *M roztok methylové
Cerven€ m¢l absorbanci 4,,, = 1,738, A,00 = 0,077, Alkalicky 1,09 . 10~ *M roztok
methylove Cervené€ mél absorbanci 4,,, = 0,753, kdeZzto pfi 528 nm neabsorboval.
Malé mnozZstvi methylové Cervené bylo rozpusténo v tlumivém roztoku o pH = 4,31;
tento roztok jevil pfi 528 nm absorbanci 1,401 a pfi 400 nm absorbanci 0,166. Pii
vSech meéfenich byla pouzita kyveta o tlou$tce 1 cm. Vypodtéte disociaéni konstantu

methylove Cervené.
Reseni: Dilei vysledky pro hodnoty & (Imol~! cm™ ') jsou &5,4 yp = 1 424.6;

€s28,8 = 05 €400,up = 03,11; e4005 = 690,8. Disociatni konstanta methylové Cer-

vené je 7,4.107°,.
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Piiklad 22.48 10,0 mg slabé jednosytné a neabsorbujici organicke kyseliny,
M_ = 297,bylo odvazeno do kyvety o tloustce 1 cm a rozpusténo v 5 ml 0,1M-NaClO,
pro upravu iontové sily. Pak bylo pfidano pfesné 150 pl 0,1M-NaOH a kapka roz-
toku methylové Cervené. Po promichani byla zméfena absorbance roztoku pii
528 nm, A.,s = 0,927, a pfi 400 nm, A,,, = 0,464. S pouZitim dat z pfikladu 22.46
vypoltéte K_studované kyseliny. (K, = 641.107°]



22.19.2 UrCovani stechiometrického sloZeni komplexnich sloudenin v roztoku

Z tady postupl navrzenych pro tuto spektrofotometrickou aplikaci uvedeme
tfl nejbeznéjsi, s grafickym zpracovanim vysledkt. Budeme pfedpokladat, ze pii
tvorbé komplexu ML, z kationtu kovu M"* a ligandu L (ndboj Castic nebude
dale znacen)

M+ nlL = ML,

vznika jedin€ tento komplex, a to pfi jakémkoli vychozim poméru latkovych mnoz-
stvi M a L; komplex je staly a je jedinou absorbujici &astici v systemu pii A__ kom-
plexu ML,. Absorbance rovnovazné smési je pak pfimo Umérna rovnovazné kon-
centract komplexni Castice ML .



a) Metoda moldrnich poméri 4]

Pripravi se fada roztokd o stejné latkové koncentraci M a rozdilné Jatkové
koncentraci L, pfi ¢em? pomér /ey s méni asi od 0,1 do 10 az 20. Absorbance
téchto roztokt, zméfené pii dvou nebo tiech riznych vlnovych délkéach, kde absor-
buje jen ML,, se vynesou do grafu proti hodnotam ¢ ey Vanika-li ML kvanti-
tativne, 21ska se graf podobny kfivee 3 na obr. 31 s priisecikem prlmkovych Casti
U poméru ¢, [c,,, ktery je roven &islu n v komplexu ML . Neni-li tento pomeér staly
pro vsechny sledované 1, tvoti se soucasné komplex ]11’16h0 sloZeni. Je-li konstanta
stability komplexu malé, neprobihaji piimkové vétve a7 k jejich pruseciku (zlomu);
ten se must urcit po jejich extrapolaci, takZe nalezena hodnota n Je mené jista. Metoda
je proto zvlast vhodna pro stabilni komplexy.



METODA MoLARbicH PoHBRL (MR)
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b) Metoda poméru smérnic [ 5]

Pripravi se dv€ fady roztokt: Prva fada obsahuje konstantni velkou kon-
centraci L a rostouci koncentraci cy- Druha fada ma naopak CE”I, = konst > ¢,
a ¢ se postupne zv€tSuje. V obojim pfipadé se pfedpokléc}é,.i.e Castice s malou,
rostouci koncentraci ¢y, resp. ¢, prakticky tplné zreaguje na &astici ML ; absorbance
roztokll jsou proto ptimo umérné vychozim latkovym koncentracim ¢y resp. ¢ .

Pro prvou fadu roztoki (pro b = 1) plati

A = SMLn[MLn] % Bnii. Gy (22.31)

Vyneseme-li 4, proti Cy» dostaneme pfimku se smérnici ky = &y, . Pro druhou
fadu roztokd plati obdobne

A, =&y [ML, ]~ eyt Cp /1 (22.32)
Smérnice této zavislosti je k, = Eny, /1
Cislo n se vypoCitd z poméru smérnic

n=klk, (22.33)

Metoda je vhodna i pro méné stabilni komplexy, protoze pracuje s pre-
bytkem jedné z reagujicich Castic, takZe se rovnovaha posouva ve prospéch
tvorby ML .
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Priklad 22.41 Metodou poméru smérnic bylo studovano slozeni kom-
plexu Be2* s thorinem [trisodnou soli 2-(2'hydroxy-3',6'-disulfo-1'-naftylazo)benzen-
arsonové kyseliny]. Absorbance komplexu byla sledovana v maximu jeho pasu
pfi 470 nm, kdy ani thorin, ani Be** neabsorbuji. Pro prvni fadu roztoki s pre-
bytkem thorinu a rostouci c¢y_,. byly naméfeny v kyvet€ o tloustce 1 cm tyto ab-
sorbance:

Cpors - 103/mol 17! 0 400 800 120 160
A | 0000 0,102 0201 0299 0402

Pro druhou fadu roztokt s prebytkem Be*™ a rostouci koncentraci thorinu byly
za stejnych podminek méfeni zjistény absorbance:

Ciporin - 10°/mol 17 0 4,00 8,00 12,0 16,0
A ' 0,000 0,092 0,184 0274 0,364

Jaké je slozeni komplexu? [Be®*: thorin = 1 : 1]
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c) Metoda kontinudlnich variaci &l Jobova metoda [6]

Tato nejpouzivang&jsi metoda vychazi z méfeni fady roztokti astic Mal,
v nichz soudet vychozich latkovych koncentraci obou ¢astic je konstantni, Eyr + G =
= ¢ = konst, ale pomér se meéni, takZe

cmfeL = x[(1 — x); By == 20 ¢, =(1—-x)c (22.34)
kde hodnota x se méni v fadg roztokd od nuly do x = 1. Pro danou hodnotu x
plati pro rovnovazné koncentrace [M]a[L]

[M] = xc — [ML,]; [L]=(1 - x)c — n[ML, ] (22.35)
Hodnota [ML,] se tedy méni s hodnotou x, pticem? pro krajni body x (0 a 1) je
nulova. '

Vztah mezi [M],[L] a [ ML, ] uréuje dale konstanta stability Castice ML, B, :

= [ML,]J/[[M][L]" - (22.36)

Vyjadfime-li nyni z tohoto vyrazu [ML,] a dosadime-li za [M] a [L] z rov-
nice (22.35), dostaneme vztah mezi [ML,] a x:

[ML,] = B,(xc — [ML,]) {(1 — x)¢ — n[ML,]}" (22.37)
Funkce [ML,] = f(x) ma maximum v bodg, kdy

e 2238
_l—l—n ()

Graficky tedy zjistime hodnotu n tak, Ze zméfené absorbance roztokli o riizném x
vyneseme proti x a body proloZime kiivky. Z maxima této k¥ivky zjistime podle

vyrazu (22.38) &islo n.
Metoda kontinualnich variaci Je vhodna i pro méné stalé komplexy. Je-li
n > 3, roste nejistota jeho stanoveni. '

X
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Piklad 22.49 Z dat v prikladu 22.42 vypodtéte f, komplexu Fe*™ se salicy-
lovou kyselinou. - [By = 1,22.10%]

e

Priklad 22.42 Metodou kontinualnich variaci bylo ur¢ovano slozeni kom-
plexu Fe " se salicylovou kyselinou pfi pH = 3. Cerveny komplex byl fotometrovan
pfi 525 nm. Celkova koncentrace reagujicich slozek byla ¢ = ¢ + ¢ =
— 2,5.10"% mol 17!, Tontova sila roztoku byla upravena na 3,5. 107 °. Pfi 525 nm

absorbuje jen komplex. Jeho hodnota ¢ = 3,2.10° I mol~' cm ™ '. Byly zjiStény tyto
absorbance roztokii v kyveté o tloustce 1 cm pro rizné poméry koncentraci vyjad-
fen¢ jako xp.s+:

Brs 00 01 02 03 04 05 06 07 08 1,0

A 0,000 0,070 0,147 0,225 0,285 0,310 0,282 0,221 0,072 0,000

Sestrojte kiivku 4 = f(x) a urcete stechiometrii komplexu.
[ Maximum pro x,, = 0,5; n = 1; Fe*t 2 sal = 1 21]
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Priklad 22.50 Céstice M tvofi s ligandem L jediny komplex ML. Pfi zvolené
vlnove de¢lce absorbuje pouze Castice ML. Bylo zjisténo, Ze pfi této vinové délce ma
roztok o vychozich koncentracich ¢y = 1,00 mol 17! a ¢, = 1,00.10™* mol 171
stejnou  absorbanci jako roztok s vychozimi koncentracemi ¢y = ¢,
= 5,00. 1072 mol I~ 1. Jaka je hodnota §,? LB, = 3 12]
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Pfiklad 22.51 Kation M*" tvofi s molekulou ligandu L komplexni kation
MLZ", ktery ma v maximu absorpéntho pasu hodnotu ¢, = 2,0. 1031 mol~' cm~ L,
Ostatni slozky roztoku neabsorbuji. Byly-li vychozi koncentrace roztoku Cy=C =
= 1,00.107° mol 177, byla naméfena v kyvet& o tloustce 1 cm 4 = 0,800. Vypo-
itéte hodnotu £, [B, = 1,67.107]



22.1.10.2 Konstanta stability komplexu a asociani konstanta

Reaguje-li Gastice M (napf. kation kovu) s ligandem L (napf. organickou
molekulou) za tvorby komplexni Castice ML, podle rovnice

M+ nlL = ML

n

plati pro reakci probihajici ve zfedéném roztoku po dosaZeni rovnovazneho stavu
bilanéni vztahy pro celkové latkové koncentrace a rovnovazné koncentrace jednot-

livych Castic:

ey = [M] + [MLn]; ¢, = [L] +n[ML,] (22.49)
Konstanta stability tohoto d&je je
B, =|ML,/[M][L]" (22.50)

Spektrofotometrie umoZziuje jednoduché stanoveni f, absorbuje-li pfi
vhodne vinové délce pouze komplexni Castice a plati-li pro ni Beertiv zakon. Potom

[ML,| = Afey, [A b=1cm] (22.51)

K vypoctu se pouzivaji rovnice (22.49) az (22.51) a znamé hodnoty cy a ¢, a foto-
metricky zjiSténé ¢y; a A.



2. Protolyt neabsorbuje

Uvedeme jednoduchy postup, dnes jiz malo uzivany, ktery v podstaté spociva
ve fotometrickém stanoveni pH pomoci dvoubarevného acidobazickcho indikatoru.
Studovana kyselina HB se asi zpoloviny, ale pfesné, pievede alkalickym hydroxidem
na sil. Vznikne tak tlumivy roztok o zndmém poméru koncentraci cg- [c,yp, jehoZ
pH = pK,(HB) + log c;-[cyp Piidavek stopy indikétoru, ktery je rovnéz slabou
kyselinou HInd a jehoz pK (HInd) ma byt blizké hodnoté pK,(HB), neovlivni
pomdr ¢y ¢y Podle hodnoty pH roztoku se v roztoku vytvori pomer rovnovaz-
njch koncentraci [HInd] : [Ind~], tj. rizn& barevnych a absorbujicich forem indi-
katoru. Tento pomér se zjisti fotometricky méfenim pii dvou vlnovych délkach,
jak jiz bylo uvedeno (viz piiklad 22.46). Zname-li dale hodnotu pK (HInd), je tim
uréeno pH roztoku a Ize i vypoéitat hodnotu pK (HB) ze vztahu

pK (HB) = pK (HInd) — log (c5-[cyp) ([HInd]/[Ind " ]) (22.48)



Piiklad 22.52 lonty Fe** a Hg" tvofi s ¢inidlem L chelaty o slozeni F el
a HgL3™. Roztok o vychozich koncentracich ¢, = ¢, = 1,0. 1073 mol 1" ! m4 pii
vlnove délce, pfi které absorbuje jen komplex s Zelezem, nikoli komplex se rtuti ani
voln¢ Cinidlo, v kyveté o tloustce 1 ¢cm absorbanci 4 = 0,740, Druhy roztok, obsa-
hujici viechny tfi slozky o vychozi koncentraci ¢y, = ¢, = ¢, = 1,0. 1073 mol 17,
mél za stejnych podminek méfeni absorbanci A = 0,530. Vypodltéte f,(Hg), je-li
znama f,(Fe) = 3,23.10'°, [A,(Hg) = 4,1.107]



Priklad 22.53 Fenol (F)se v tetrachlormethanovém roztoku asociuje volnou
skupinou OH s acetonem (A) podle rovnice

CeH,OH + (CH,,CO = C,H,OH ... OC(CH,),

s asociacni konstantou K, = |F.A|/[F][A]. Koncentraci volného fenolu lze sle-
dovat na pasu valencni vibrace volné skupiny OH pii 3613 cm ™! . Vypoctéte K
z techto dat: absorbance volného fenolu v neptitomnosti acetonu pfi koncentra01

=3,06.107° mol 17! je 4, = 0,711 (mé&feno metodou zakladni linie); roztok
fenolu stejné celkové koncentrace, avSak v pfitomnosti acetonu o celkové koncen-
traci ¢, = 1,93.107% mol 17!, mél za stejnych podminek mé&keni a vyhodnoceni
absorbanci 4 = 0,571. Pfedpokladejte platnost Beerova zakona.

Reseni: Z latkové bilance pro aceton vychazi se zietelem k pfebytku acetonu
protifenolu 4, = ¢, — [F.A] =~ c,. Rovnovazna koncentrace volného fenolu [F] =
= ¢p — [F. A]. Dosazenim do vztahu pro K,  dostavime K,  ~ (¢; — [F])/[F]c,.
Zde cp = A,lbep a [F] = Alber; po dosazeni bude K, ~ (4, — A)de, = 12,7,
Nezanedbame-li [F.A] proti c,, vyjde spravnéjsi hodnota 13,1.



Priklad 22.55 Stanoveni vitaminu B, (thiaminu) je zalozeno na mé&fent fluo-
rescence produktu jeho oxidace. Z dale uvedenych daji vypoététe, kolik mikro-
gramu vitaminu B, je v gramu vzorku biologického materialu: Ze 2 g vzorku byl
vitamin extrahovan a po odstranéni rusivych latek byl extrakt doplnén na 100 ml;
3 ml tohoto roztoku byly dany do odmérky na 10 ml, pfidano oxidaéni &inidlo
a roztok doplnén po znacku (roztok A); pro slepy pokus byly odméteny 3 ml stejného
roztoku rovnéz do odmérky na 10 ml a doplnéno po znatku (roztok B). Pro méfeni
standardu byl pfipraven roztok obsahujici 3 ug vitaminu v 15 ml Tento roztok
byl pfed doplnénim zpracovan stejné jako puvodni roztok vzorku. Z tohoto zasob-
niho roztoku byly pfipraveny dva roztoky: 5 ml zasobniho roztoku po pridavku
oxidacniho Cinidla (jako u roztoku A) bylo doplnéno na 10 ml (roztok C); pro slepy
pokus bylo rovnéz 5 ml zasobniho roztoku doplnéno na 10 ml (roztok D). U vech
roztokt byla zmé&fena za stejnych podminek intenzita fluorescence:

Roztok A B C D
I, v dilcich 52,0 8,0 62.4 7,0

Kalibracni kfivka I, proti koncentraci thiaminu je za uvedenych podminek line4rni.
[13,24 jug vitaminu v gramu vzorku]



Priklad 22.56 Vapenaty kation tvoif s organickym cinidlem ,,Calcein®
(Fluorexon) fluoreskujici komplex. Intenzita fluorescence Je ptimo Umérna kon-
centract vapniku. Do kyvety bylo odméfeno 5 ml roztoku &nidla a vychylka fluori-
metru byla nastavena na nulu. Potom se k tomuto roztoku v kyveté pfidalo piesné
1,00 ml roztoku s Ca**. Po promiseni a dvacetiminutovém stini se zméfila intenzita
fluorescence I, = 38,0 dilkd. Nakonec bylo do roztoku v kyveté ptidano 100 pl
standardniho roztoku Ca? " o koncentraci Ca 200 ug ml~"; vychylka fluorimetru
Cinila 73,2 dilkdi. Vypoctéte koncentraci vapniku v roztoku vzorky v mg 1~

20,87 mg171]






