Spektrofotometrie

Metody kvantitativni analyzy se Casto zakladaji na urceni absorpce elektromagnetického zafeni z
oblasti ultrafialové (vinova délka A < 380 nm) nebo viditelné casti spektra (A= 380 — 780 nm)
stanovovanou latkou. Molekuly absorbuji elektromagnetické zafeni pouze takové energie (kvantum
energie), kterd je pfivede do vyssiho (excitovaného) energetického stavu. Tuto energii lze vyjadrfit

pomoci vztahu:
AE=hv=hc/A

kde h je Planckova konstanta, v frekvence absorbovaného zateni, ¢ rychlost svétla ve vakuu, A vinova délka absorbovaného zafeni.

VInova délka (1) absorbovaného elektromagnetického zareni, je tedy urCena vzdalenosti dvou

sousednich energetickych hladin (AE) molekul dané latky, mezi kterymi molekuly prechazi.

Pokud monochromatické zafeni (zafeni o dané vinové délce) o zativém toku P, prochazi vrstvou
absorbujici latky b, dochazi k pohlceni (absorpci) Casti zateni, takze vychazejici elektromagnetické
zéafeni ma zarivy tok P nizsi, nez zareni dopadajici.

Mnozstvi absorbovaného zafeni mulze byt vyjadfeno dvojim

zpusobem:

Py

—

- jako transmitance (propustnost): 7= P/ P,

- Casto se udava jako procento pro§lého zafeni 7'=100 P/ Py %

- jako absorbance: 4 =log(P,/ P)=1log(1/T)=—logT

- zastaralé pojmy pro absorbanci jsou opticka hustota (OD, z angl. optical
density) nebo extinkce (E) se nedoporuduji pouzivat

Vztah mezi transmitanci a absorbanci vyjadiuje nasledujici schéma:
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Pokud nedochazi k absorpci zafeni pii jeho prichodu latkou, tak transmitance je rovna 100 % a
absorbance je nulova. Pokud veskeré zafeni je pohlceno roztokem, tak transmitance je nulova a

absorbance je nekonecno.

Velikost absorpce elektromagnetického zareni zavisi na tfech faktorech, na vinové délce zateni,

koncentraci absorbujici latky v roztoku a na tloustce méfené vrstvy.

Pti dané vinové délce zafeni existuje mezi koncentraci absorbujici latky a absorbanci pfima uméra.
Tuto zavislost vyjadiuje Lambertav-Beeruv zakon (n¢kdy oznacovany pouze jako Beertiv zakon):
A;V =€) bc

kde &, je molarni absorp¢ni koeficient (neboli molarni absorptivita, jeho hodnota odpovida absorbanci latky o koncentraci 1
mol/l a tloust'ce méfené vrstvy 1 cm), ¢ je latkova koncentrace (mol/l) a b tloustka métené vrstvy (cm).



Absorbance je aditivni veli¢ina, tj. pokud je v roztoku pfitomno vice latek, které absorbuji pifi dané
vinové délce, tak celkova absorbance roztoku je dana vztahem:

Acelkové =A1 +A2 +..=€& b c1+ & b ot

Lamberttiv-Beeriiv zakon plati pouze pro:
e monochromatické zafeni
e zied&né roztoky (< 10> mol 1)
e homogenni roztoky (nedochazi k rozptylu zafeni na casticich vzorku)
e vzorky, které nefluoreskuji ani nefosforeskuji pti dané vinové délce

e monomerni latky, které v roztoku neasociuji

Zavislost absorbance na vinové délce nazyvame absorpéni spektrum (absorpcni kiivka). Absorpéni
spektrum je charakteristické pro danou slouceninu. Prakticky vyznam maji absorpéni maxima kiivky a
jim pfislusejici vinové délky. Ke stanoveni koncentraci absorbujicich latek se voli zpravidla vinové
délky téchto maxim, ponévadz stanoveni je nejpiesnéjsi (viz obrazek) a soucasné i nejcitlivejsi (viz
Lambertiv-Beertv zakon).
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Z absorp¢ni kiivky Ize téz vypocitat hodnoty molarnich absorpcnich koeficientll, zname-li koncentraci
absorbujici latky, pro kterou byla absorp¢ni kiivka sestrojena:

gxmax = Amax /be

Protoze hodnota molarniho absorpéniho koeficientu zavisi na konkrétnich experimentalnich
podminkach, tak se v podstat¢ vzdy pii spektrofotometrickych stanovenich koncentrace vychazi
z kalibraéniho grafu. K jeho =zhotoveni se pfipravi znejCistSiho preparatu stanovované latky
(standardu) standardni roztok a jeho fedénim fada kalibracnich roztokd. Kazdy kalibracni roztok se
zpracuje stejnym postupem jako vzorky s nezndmou koncentraci. Poté se zméfi jejich absorbance proti
rozpoustédlu nebo ¢inidlu bez métené latky (slepému vzorku/pokusu, angl. blank). Naméfené hodnoty
se vynesou do grafu jako zavislost absorbance kalibra¢nich roztokt na jejich koncentraci. Zavislost je
linearni pro rozsah koncentraci, ve kterém plati Lambertiv-Beertiv zdkon. Odchylky od pifimky jsou
bézné u vysokych koncentraci. Body lezicimi v linearni Casti grafu se prolozi pfimka (jejiz obecna
rovnice je y =k x + q).



Ponévadz standard i analyzovana latka maji za danych experimentalnich podminek stejnou hodnotu
molarniho absorpéniho koeficientu, tj. ey4q = &, ziskdme po dosazeni z Lambertova-Beerova vztahu

za g rovnici Agy/(b cq) = Ax/(b cx), z které pro koncentraci analytu v nezndmém vzorku vyplyva:

Cx = Csta Ax /Astd

Koncentraci analyzované latky ¢, 1ze vypocitat ze zméfenych absorbanci analyzovaného vzorku 4, a
kalibra¢niho roztoku Ay 0 koncentraci cyq, ktera je blizka koncentraci analytu v nezndmém vzorku c.

Absorbance jsou méfeny proti slepému vzorku.

Latky barevné (tj. latky vyrazné absorbujici viditelné zatreni) lze spektrofotometricky stanovit pfimo.
Latky bez vyrazného absorpéniho maxima ve VIS/UV oblasti je tfeba nejprve reakci s vhodnym
¢inidlem (derivatizaci) prevést na zbarveny produkt. Podminkou je, aby mnozstvi barevného
produktu bylo umérné koncentraci stanovované latky. Intenzita zabarveni roztoku timto barevnym
produktem je pak pifimo imérna koncentraci analytu v ptivodnim analyzovaném roztoku a lze ji zméfit
spektrofotometrem.

Zakalové metody

Pii interakci svételného zafeni s koloidnim roztokem dochazi k interakcim mezi svétlem a ¢asticemi,

jejichz vysledkem je, ze koloidni roztoky se pii pruchodu svétla jevi zakalené. Pti prichodu svétla

soustavou s disperznimi ¢asticemi se svételné paprsky mohou:

e od castic odrazet,

e mohou c¢asticemi prochazet, pricemz index lomu castic je témétf vzdy odliSny od indexu lomu
disperzniho prostredi, takZe paprsek méni smér,

e vyvolat oscilaci castice (pokud je Castice dostatecné mala tj. je—li primér Castice » < 0,1 L), takze

Castice sama se stane zdrojem zafeni o stejné vinové délce.
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Prochazi-li svétlo disperznim prostfedim, dochazi k jeho zeslabeni. Této vlastnosti disperznich soustav
vyuziva turbidimetrie. Je-1i ptivodni hodnota svételného toku P, a hodnota svételného toku po
prachodu disperzni soustavou P, plati vztah obdobny Lambertovu-Beerovu zakonu:

P,
ATzlog% ~ konst.xc

Konstanta urcujici vztah mezi turbidanci At a koncentraci se zjistuje z kalibrac¢nich kiivek za pomoci

znamych koncentraci standardd.



Svételny tok po priichodu disperzni soustavou se pfi turbidimetrii méfi ve stejném sméru, v jakém
paprsky do soustavy vstupuji. Lze pouzit i bézné absorpéni fotometry a spektrofotometry.

Nefelometrie

Nefelometrie je obdobna analytickd metoda, k méteni se vSak vyuziva svételného toku rozptyleného
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disperzni soustavou. Rozptylené svétlo se meti obvykle kolmo ke sméru primarniho paprsku.
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Jako zdroj svételného zatreni se pouzivaji halogenové nebo xenonové a rtutové/xenonové lampy,
svétlo emitujici diody nebo lasery.

Fluorimetrie

Fluorimetrie je metoda, pfi které se vyuziva jev oznacovany jako fotoluminiscence. Molekuly latek se
po ozafeni viditelnym nebo UV svétlem o dostate¢né energii excituji do vyssiho energetického stavu.
Pti zpétném prechodu do zakladniho stavu vyzaiuji svétlo o nizsi energii, tedy s vyssi vinovou délkou.
Svételna emise pii fluorescenci trva po ozafeni b&znych fluorofort primarnim paprskem pouze 10~
az 107 sekund, zatimco u fosforescence vlivem pomalejsiho piechodu molekuly do zékladniho stavu

vice jak 107 sekund a mtize pietrvavat i déle po osvitu primarnim paprskem.
Proces fotoluminiscence muiize byt vyjadien vztahem:

X+hyv - X* - X+ hv

kde X a X* je zékladni a excitovany stav molekuly, hv a hv' vyjadiuje dopadajici resp. emitovanou svételnou energii.

Rozdil mezi vinovou délkou excitatniho a emitujiciho zafeni se oznaCuje jako Stokesiv posun.
Intenzita emitovaného fluorescen¢niho zafeni je proporcionalni poctu fluoreskujicich molekul tj. jejich
koncentraci.Tento vztah v8ak plati pouze pro zfedéné roztoky.

Fluoreskujici latky obsahuji v molekule obvykle aromaticka jadra nebo vysoce konjugované systémy
dvojnych vazeb (tzv. fluorofory). Fluorescence je velmi citliva na pouzité rozpoustédlo a téz zménu
pH. Zménou rozpoustédla nebo pH mulze zcela vymizet. Méfeni intenzity fluorescence je 100-
1000krat citlivéjsi nez méfeni absorbance. Pii nizké koncentraci je zaznamenana nizka absorbance, tj.
velmi maly rozdil mezi dopadajicim a vychdzejicim zafenim (P je téméf stejné vysoké jako Py). Pri
fluorimetrickém méfeni se zaznamenava pouze emitované zatreni proti velmi slabému pozadi, proto je
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fluoroford, které by mohly ptlisobit interferenci.



