Spektrofotometrie (2. LF UK)

Zadani ulohy

= |dentifikujte a urlete koncentraci nezndmého vzorku AX.
= Promérte a charakterizujte absorpcni spektrum roztoku A, B a C a identifikujte jednotlivé roztoky.
= Zmérte absorbance vzork( Al, A2, A3, A4 a A5 o rliznych koncentracich pfi vinové délce odpovidajici
maximalni absorbanci vzorku A z predeslého kroku a vytvorte kalibraéni krivku.
= Pomoci kalibracni krivky a absorbance urcete koncentraci nezndmého vzorku AX.

Teoreticky uvod

Spektroskopie je fyzikdlné-chemicka disciplina, kterd se zabyvéa vznikem a vlastnostmi vSech druhl spekter,
interakcemi mezi hmotou a elektromagnetickym zarenim. Zkouméd zavislosti absorpce, emise nebo rozptylu
elektromagnetického zareni jako funkce vinové délky (A) nebo frekvence (f). Interpretaci vysledkl mdzeme ziskat
informace o kvalité a kvantité zkoumanych latek. Spektrofotometrie je jednim z obor( spektroskopie, zabyva se
kvantitativnim studiem spekter, to znamena mérenim mnozstvi svétla propusténého, odrazeného nebo pohlceného
jistou latkou v zavislosti na vinové délce.

Jednou z charakteristickych optickych vlastnosti latek je absorpce zareni. Pfi interakci elektromagnetického zareni
(svétla) vhodné vinové délky s latky dochazi k absorpci energie fotonu. Intenzita proslého svétla (I) je tedy mensi

nez intenzita svétla na latku dopadajiciho (Ip). Pro intenzitu proslého svétla (I) plati Lambertiv zékon:
I=1Iy-107*,

kde [ je tloustka absorbujici vrstvy a p se nazyva linearni absorpéni koeficient. Pomér intenzit proslého a
dopadajiciho svétla nazyvéme transmitanci (T'):

Transmitance nabyva hodnot od 0 (vesSkeré zareni pohlceno) do 1 (veSkeré zareni proslo; pfi fluorescencnich
latkach mize byt vétsi nez 1) a nékdy se udava i v procentech. Zaporny dekadicky logaritmus transmitance
nazyvame absorbanci (A) Plati tedy

I
A=—-logT =—-log| — | =p-L
I

Graficka zavislost absorbance, kterou pozorujeme pri prichodu svétla urcitou latkou, na vinové délce nazyvame
absorpcnim spektrum.

Pro absorpci v roztocich plati Beerdv zakon:
u=c€-c.

Absorpcni koeficient roztoku je pfimo Umérny molarni koncentraci ¢ a molarni absorpcnimu koeficientu
(konstanté) e. Molarni absorpcni koeficient je specificky pro danou latku a vinovou délku (viz Uloha 1). Kombinaci
obou zdkon( dostdvdme Lambertluv-Beeriv zdkon

A=¢-l-c.

Absorbance je tedy pfimo imérnd koncentraci latky ¢ a tloustce absorbujici vrstvy I, to znamend na délce optické
drahy neboli Sifce kyvety (obvykle 1 cm). Transmitanci potom mdizeme po Upravé vyjadrit jako:

T =10

Budeme-li absorpci povazovat za zavisle proménou A = y a molarni koncentraci ze nezavisle proménouc = & v
Lambertové-Beerové zakoné. Oznacime-li soucin molarniho absorpc¢niho koeficientu a tloustky absorbujici vrstvy
(tloustka kyvety) jako konstantu b = € - [. A zavedeme-li konstantu a vyjadfujici moznost systematické chyby
méreni (pripadné odchylky zplsobené necistotami na sténé kyvety apod.), kterd se projevi nenulovou absorpci pfi
nulové koncentraci. Tak se ndm podafilo ztotoznit Lambertlv-Beeroviv zdkon s linedrni rovnici prfimky
neprochazejici poc¢atkem y = a + b - , kterd vyjadruje linedrni zavislost absorpce na koncentraci. Konstanta b
ur¢uje sklon pfimky, kterd je popsané touto rovnici pfimky. To znamena, ze ¢im vyssi je soudin € - [, tim strméji se
bude zvySovat absorpce pri zvySovani koncentrace.



Jelikoz je zavislost absorpce linedrné zavisla na koncentraci, jak bylo uvedeno v predeslém odstavci, mizeme
vyuzit metody linedrni regrese pro zjisténi neznamé koncentrace u vzorku. Tento postup spociva ve zméreni
absorpci u série vzorkd se zndmymi koncentracemi. Vyneseme-li tato méreni do grafu, kde na ose x je koncentrace
a na ose y je absorpce, ziskdme body, které lezi priblizné na jedné primce. Tuto pfimku miZeme povazovat za
feSeni Lambertova-Beerova zdkona pro danou latku, vinovou délku a tloustku absorbujici vrstvy. Pro vypocet
koncentrace potrebuje ziskat koeficienty @ a b linedrni rovnice primky, které ziskdme z linedrni regrese pomoci
metody nejmensich ¢tvercd.

Princip méreni

Pro spektrofotometrickd stanoveni se pouzivaji fotometry a spektrofotometry. Zarizeni, kterd méri pri jedné nebo
jen nékolika presné definovanych vinovych délkdch monochromatického svétla, oznacujeme jako fotometry.
nastavit nebo mérit ¢ast absorpéniho spektra v urc¢itém Useku vinovych délek, se nazyvaji spektrofotometry. Mér{
intenzitu svétla po priichodu vzorkem (I) a dava ji do poméru k intenzité svétla pred prichodem vzorkem (Ip). Na
zakladé vyse uvedenych vztahl mezi veli¢cinami mdzeme ur¢ovat napriklad transmitanci, absorbanci, koncentraci
vzorku. Spektrofotometr se sklada z téchto ¢ésti:

= Zdroj zareni (halogenovéa lampa pro VIS a deuteriova pro UV oblast)

= Cocky a zrcadla usmérfiujici paprsek svétla

= Monochromdtor (zafizeni propoustéjici pouze svétlo urcité vinové délky) - jako monochromator dnes slouzi
obvykle optickd mfizka, jejimz nakldnénim lze plynule vinovou délku ménit. Rozsah vinovych délek, které z
monochromaétoru vychazeji, uréuje $térbina, bud pevné nastavena, nebo rovnéz nastavitelna. Cim je $térbina
Sirsi, tim vétsi je intenzita vychazejiciho svétla, ovSsem za cenu mensi specifi¢nosti méreni. Naopak uzsi
Stérbina zajisti presnéjsi dodrzeni pozadované vinové délky, ovSem za cenu mensi intenzity svétla a zhorsenf
odstupu signalu od Sumu.

= Kyvetovy prostor - prostor na vzorky v kyvetach z plastu, skla nebo kfemenného skla

= Detektor (CCD kamera anebo fotodioda) - Presnost méreni ovliviiuje integracni ¢as - doba, po kterou se
absorbance mé¥i. Cim je delsi, tim presné&jsi bude vysledek méreni, pokud ovéem neni absorbujici latka
fotocitliva (tj. pokud nedojde pfi delsim osvitu k vyblednuti vzorku). Nevyhodou dlouhého integra¢niho ¢asu je
samozrejmé také prodluzovani doby méreni, coz je podstatné zejména pfi zpracovani velkého mnozstvi
vzork(, pfi méreni pri velkém poctu vinovych délek (tj. pfi méreni spekter), nebo pri zpracovani vzorkd, které
se v Case méni (kinetickd méreni).

= Vystupni zafizeni (software na analyzu dat, ¢asto také pocitac)

Podle poctu paprskl vyuzivanych k méreni rozliSujeme jedno anebo dvoupaprskové spektrofotometry. U
dvoupaprskového spektrofotometru jeden paprsek méfi stanovovany vzorek, druhy tzv. slepy vzorek neboli
»blank” (rozpoustédlo bez stanovované latky). Pri pouziti jednopaprskového pristroje musime nejdrive zmérit
vlastnosti slepého vzorku, tedy provést referencni méreni rozpoustédla a teprve potom méfit vzorek.

Moderni spektrofotometry jsou automatizované a plné ovladatelné pomoci pocitace. Vyuzivaji se k méreni
absorpcnich spekter (Sirsi spektrum vinovych délek) anebo kvantitativni méreni (pfi jedné anebo nékolika vinovych
délkach). Umoznuji také méreni kinetiky jednoduchych, napriklad enzymovych reakci. Proto spektrofotometrické
metody nachdzeji Siroké uplatnéni - v oborech chemie, fyziky, biochemie, biologie i mediciny.

V praxi je vSak platnost Lambert-Beerova zdkona limitovana rozptylem svétla v dlisledku jemnych necistot ve
vzorku, fosforescenci anebo fluorescenci vzorku, malym mnozstvim prochdzejiciho svétla pfi vysokych
koncentracich, zménami hodnot absorp¢niho koeficientu a posunem chemické rovnovahy zplsobenym vysokou
koncentraci latky ve vzorku.

Vyuziti v mediciné

Spektrofotometrie mozkomisniho moku se vyuziva v diagnéze nahlych cévnich mozkovych prihod predevsim pfri
podezreni na krvéaceni do subarachnoidalniho prostoru. Poskytuje informaci o stari krvdceni a o protrahovaném (i
opakovaném krvéceni. Spektrofotometrické vysSetfeni mozkomisniho moku ve viditelné ¢ésti spektra umoznuje

charakterizovat na zdkladé rozdilnych absorp¢nich maxim oxyhemoglobin, methemoglobin a bilirubin.

Identifikace a stanoveni koncentrace neznamého vzorku

Chemikalie

Pro méfeni v této spektrofotometrické Gloze jsou pouzity tyto chemické EooomEnnns
latky: DODDoDDoE .
1. Siran médnaty pentahydrat ma absorp¢ni maximum v
infracervené oblasti. Rozmistén{ jednotlivych kyvet se vzorky ve
2. Chlorid kobaltnaty hexahydrat ma absorpcni maximum v stojanku na kyvety.

zelené oblasti.

3. Siran nikelnaty hexahydrat ma absorp¢ni maxima v fialové a

cervené oblasti.

4. Destilovana voda, ktera je pouzita jako referencni vzorek (slepy vzorek nebo blank) a na vyplach kyvet.

S roztoky pracujte v rukavicich a ochrannymi brylemi, nevdechujte je ani nepozivejte.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Rack.svg

Vzorky

V praktiku jsou pfipraveny v zdsobnich lahvi¢kach vzorky s oznacenim A, B a C pro méreni spekter. Pro stanoveni
koncentrace pomoci spektrofotometrie je pripravena série vzorkd s ozna¢enim Al, A2, A3, A4 a A5 pro kalibra¢ni
krivku a vzorek o nezndmé koncentraci s oznacenim AX. Pred samotnym zapocetim vlastniho méreni si pripravte
kyvety s referen¢nim vzorkem (destilovana voda) a jednotlivymi vzorky a

umistéte je do pripraveného stojdnku na kyvety. Jednotlivé kyvety by =
mély byt naplnény vzorky, tak aby byly zaplnény priblizné k
vrcholu zuzené casti a neni tieba je plnit k jejich vrcholu.

Vkladani kyvety

Pred vlozenim kyvetu jemné otrete od prebytecné kapaliny a odstrante
pripadné necistoty na jejim povrchu. Otevrete prostor na vkladani vzorkda.
Do drzaku na kyvety vlozte kyvetu. Kyvetu vkldddme co nejtésnéji ke
sténé drzaku, tak aby svételny paprsek prochazel Sirsi ¢asti zzeného
spodku kyvety. Poté zavrete dvirka prostoru pro vzork. Dbejte, aby
kyveta stdla v drzaku kolmo! Spektrofotometr je pristroj citlivy na
vyliti kapalin. Pracujte proto opatrné. V pripadé vyliti kapaliny Vzorky pro prvni dkol.
opatrné vysuste polité misto!

Krok 1 - Identifikace jednotlivych roztoku a uéeni
vhodné vinové délky

V tomto Ukolu promérte spektrum vzorkd A, B a C v rozmezi vinovych
délek 380-1100 nm. Identifikujte jednotlivd absorp¢ni maxima. Nasledné
na zakladé poctu absorpcnich maxim urcete, kterou chemickou latku (viz.
Chemikalie) reprezentuji jednotlivé vzorky A, B a C. Do protokolu uvedte
vinové délky a odpovidajici barvy ve viditelném spektru pro jednotlivé
maxima. Pro dalsi ukol urcete nejlepsi vinovou délku (kdy je maximalni
absorpce) pro vzorek A, kterou pouzijete pfi méreni kalibra¢ni kfivky a
stanoveni koncentrace neznamého vzorku v dalSim Ukolu. Vygenerovany
soubor v programu WinASPECT pfi tisku do pdf souboru nahrajte na na
server moodle s protokolem.

Podrobny navod na ovladdani programu pri méreni spekter A, Ba Cjev
nasledujicim souboru.Navod na méreni spekter

Krok 2 - Uréeni koncentrace neznamého vzorku

Pomoci vzorkd Al, A2, A3, A4 a A5 vytvorte kalibraéni krivku a v protokolu
zaznamenejte data (jednotlivé koncentrace a absorpce, koeficient linearni
rovnice primky, koeficient determinace). Z hodnot linedrni regrese pro
kalibra¢ni krivky vypoctéte moldrni absorpcni koeficient € a v protokolu
uvedte jeji hodnotu a vzorec, ktery jste pouzily. Nasledné zmérte
koncentraci nezndmého vzorku AX. Pouzijte vypocteny molarni absorpéni
koeficient € a zmérenou koncentraci vzorku AX a vypocltéte odpovidajici
absorbanci, v protokolu uvedte jeji hodnotu a vzorec, ktery jste pouZili.
Zavérem porovnejte zmérenou absorbanci a vypoctenou absorbanci.
Vygenerovany soubor v programu WinASPECT pfi tisku do pdf souboru
nahrajte na na server moodle s protokolem.

Podrobny navod na ovladdani programu pri méreni koncentrace je v
nasledujicim souboru. Navod na méreni koncetrace

Kontrolni otazky

. Co je LambertQv zdkon?

. Co je linedrni absorpcni koeficient?

. Co je transmitance?

. Jaka je zavislost transmitance na tloustce absorbujici vrstvy?
. Co je absorbance?

. Jakd je zavislost absorbance na tloustce absorbujici vrstvy? Vkladani kyvety do drzaku kyvety v prostoru
. Co je absorp¢ni spektrum? pro vzorky.

. Co je BeerQv zdkon?

. Co je molarni absorpcni koeficient?

10. Na ¢em zavisi moldrni absorpcni koeficient?

11. Co je Lambert@v-BeerQv zdkon?

12. Jaka je zavislost absorpce na koncentraci?

13. Co linearni rovnice primky neprochdazejici pocatkem?

14. Jaky je vztah mezi sklonem pfimky z linedrni regrese a Lambertovim-Beerovim?

CoOoONOULAWNK
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Souvisejici stranky

= Portdl:Biofyzikalni praktikum (2. LF UK)

Vlozena kyveta z pohledu prochazejiciho
paprsku.
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