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Vícesloºková absorbance
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Vícesloºková absorbance

A = ε · b · c 99K ε =
A

b · c

Aλ1 = ελ1(latky1) · b · c(latky1) + ελ1(latky2) · b · c(latky2)
Aλ2 = ελ2(latky1) · b · c(latky1) + ελ2(latky2) · b · c(latky2)
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P°íklad 1

Obsah Cr(III) a Cr(VI) v odpadní vod¥ po galvanizaci byl stanoven
spektrofotometricky p°i dvou vlnových délkách. Absorbance m¥°eného
vzorku v kyvet¥ o tlou²´ce 1 cm byla 0,428 p°i 680 nm a 0,357 p°i vlnové
délce 510 nm. Standardní roztok Cr(III) o koncentraci 50 mmol/l vykazuje
absorbanci 0,754 p°i 680 nm a 0,143 p°i 510 nm. Standardní roztok Cr(VI)
o koncentraci 20mmol/l vykazuje absorbanci 0,057 p°i 680 nm a 0,861 p°i
510 nm.
MCr = 51,9961 g/mol.
a) Vypo£ítejte molární absorp£ní koe�cienty Cr(III) a Cr(VI) p°i obou
vlnových délkách.
b) Vypo£ítejte hmotnostní koncentraci Cr(III) a Cr(VI) ve vzorku odpadní
vody.
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MCr = 51,9961 g/mol

vlnová délka Absorbance

vzorek standard Cr(III) standard Cr(VI)

c = 0, 05mol/l c = 0, 02mol/l

510 nm 0,357 0,143 0,861

680 nm 0,428 0,754 0,057
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MCr = 51,9961 g/mol

a) vyjdeme ze vztahu

A = ε · b · c 99K ε =
A

b · c

molární absorp£ní koe�cient [l/mol·cm]

vlnová délka standard Cr(III) standard Cr(VI)

c = 0, 05mol/l c = 0, 02mol/l

510 nm 2,86 43,05

680 nm 15,08 2,85

b) Pro výpo£et koncentrací nám vyjdou dv¥ rovnice o dvou neznámých

Cr(III) . . . . . . . . .A = ε · b · c a Cr(VI) . . . . . . . . .A = ε · b · c
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MCr = 51,9961 g/mol

Jejich °e²ením dostaneme
c(CrIII) = 0,02716mol/l a c(CrVI) = 0,00649mol/l
coº odpovídá hmotnostní koncentraci cm(Cr

III) = 1,4120 g/l a
cm(Cr

VI) = 0,3374 g/l

Tereza Uhlíková Cvi£ení z analytické chemie verze 2024 8 / 14



P°íklad 2

Z 20ml vzorku osv¥ºujícího nápoje byl odstran¥n CO2. Alikvotní podíl 4ml
byl odpipetován do odm¥rné ba¬ky o objemu 100ml, bylo p°idáno 10ml
z°ed¥né HCl a ba¬ka dopln¥na vodou po rysku. Vypo£ítejte obsah kofeinu
a kys. benzoové v nápoji v mg na litr, jestliºe p°ipravený roztok m¥l p°i
229 nm absorbanci A229 = 0,560 a p°i 272 nm absorbanci A272 = 0,122 a
absorp£ní koe�cienty obou látek p°i pouºitých vlnových délkách jsou
uvedeny v tabulce. Tlou²´ka kyvety byla p°i v²ech m¥°eních 1 cm.
M(k. benzoova) = 122,12 g/mol,
M(kofein) = 194,19 g/mol

molární absorp£ní koe�cient [l/mol·cm]

vlnová délka kofein k. benzoová

229 nm 5020 11000

272 nm 9500 935
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Alikvotní podíl 4ml do 100ml. Vypo£ítejte obsah kofeinu a kys. benzoové v mg na litr,

p°i 229 nm A229 = 0,560 a p°i 272 nm A272 = 0,122

vycházíme z aditivosti absorbancí

A229 = ε229(kofein) · b · c(kofein) + ε229(k. benzoova) · b · c(k. benzoova)
A272 = ε272(kofein) · b · c(kofein) + ε272(k. benzoova) · b · c(k. benzoova)

0,560 = 5020 · 1 · c(kofein) + 11 000 · 1 · c(k. benzoova)
0,122 = 9500 · 1 · c(kofein) + 935 · 1 · c(k. benzoova)
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Alikvotní podíl 4ml do 100ml. Vypo£ítejte obsah kofeinu a kys. benzoové v mg na litr,

p°i 229 nm A229 = 0, 560 a p°i 272 nm A272 = 0, 122

Jejich °e²ením dostaneme
c(kofein) = 8,215 · 10−6mol/l a c(k. benzoova) = 4,716 · 10−5mol/l
ale p·vodní koncentrace jsou 25x vy²²í, protoºe jsme p·vodní roztok
na°edili 25x (4ml do 100ml ba¬ky)
c(kofein)p �uvodni = 25 · 8,215 · 10−6 = 2,05375 · 10−4mol/l
c(k. benzoova)p �uvodni = 25 · 4,716 · 10−5 = 1,179 · 10−3mol/l
hmotnostní obsahy v 1 litru:
m(kofein) = 2,05375 · 10−4 · 194,19 = 39,87mg/l
m(k. benzoova) = 1,179 · 10−3 · 122,12 = 143,9mg/l
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P°íklad 3

Z následujících fotometrických hodnot p°i 292 nm vypo£t¥te pKa

acetylacetonu (slabé kyseliny) ve vodném roztoku. Molární absorp£ní
koe�cient nedisociované formy je 950,0 l/mol·cm, molární absorp£ní
koe�cient aniontu je 23 100 l/mol·cm. Absorbance roztoku o látkové
koncentraci c = 3, 0 · 10−5 mol/l a pH = 6, 73 byla A = 0, 163. V²echna
m¥°ení byla provedena v 5 cm kyvet¥. P°edpokládáme, ºe [H+]ionty
neabsorbují p°i této vlnové délce.
pKa = − logKa

Ka =
[H+]·[A−]

[HA]

v této rovnici pro disocia£ní konstantu vystupují dv¥ neznámé:[HA] a [A−]
které ur£íme ze dvou rovnic:

A292 = ε292(HA) · b · [HA] + ε229(A
−) · b · [A−]

cHA = [HA] + [A−]
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Molární absorp£ní koe�cient nedisociované formy je 950,0 l/mol·cm, molární absorp£ní

koe�cient aniontu je 23 100 l/mol·cm. Absorbance roztoku o látkové koncentraci

c = 3, 0 · 10−5 mol/l a pH = 6, 73 byla A = 0, 163. 5 cm kyvet¥.

tedy po dosazení

0,163 = 950 · [HA] · 5+ 23100 · [A−] · 5
0,00003 = [HA] + [A−]

po vy°e²ení soustavy získáme
[HA] = 2,981 · 10−5 a [A−] = 1,862 · 10−7

po dosazení do vztahu pro Ka

Ka =
[H+]·[A−]]

[HA] = 1,1630 · 10−9

pKa = 8,93
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P°íklad 4

Maximum absorpce kyselé formy methyl£erven¥ je p°i 520 nm, alkalické
formy p°i 425 nm. S ohledem na pouze mírný pokles absorbance v okolí
obou maxim, provádí se m¥°ení p°i 400 a 528 nm, nebo´ p°i t¥chto
vlnových délkách je pom¥r molárních absorp£ních koe�cient· absorbující a
neabsorbující formy nejvy²²í. Okyselený roztok methyl£erven¥ o koncentraci
1, 22 · 10−5mol · l−1 m¥l absorbance A528 = 1,738 a A400 = 0,077.
Alkalický roztok methyl£erven¥ o koncentraci 1, 09 · 10−5mol · l−1 m¥l
absorbance A400 = 0,753, kdeºto p°i 528 nm neabsorboval. Malé mnoºství
methyl£erven¥ bylo rozpu²t¥no v tlumivém roztoku o pH = 4,80. Tento
roztok m¥l p°i 528 nm absorbanci 0,850 a p°i 400 nm absorbanci 0,294. P°i
v²ech m¥°eních byla pouºita kyveta o tlou²´ce 1,00 cm. Vypo£ítejte
disocia£ní konstantu methyl£erven¥.

vysledek : Ka =
[H+] · [A−]]

[HA]
= 9, 86 · 10−6
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