MOLEKULOVA ABSORPCNI

SPEKTROFOTOMETRIE

v UV a viditelné oblasti spektra
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Kinetické metody

« Analyt predstavuje katalyzator = aktivator nebo
Inhibitor.

 Rychlost katalyzované reakce = koncentraci
katalyzatoru = koncentraci analytu

« Reakce 1. fadu vzhledem k reaktantum a produktim

« Zmeéna absorbance reaktantu nebo produktu s Casem
1. Diferencialni technika

A
aA+ B —> d—z b _ (e, — )+ (e, — )ex
dt dt —,— \ ¥
X = koncentrace produktu P Nekatalyzovana  Katalyzovana
ck = koncentrace katalyzatoru reakce reakce
c, = koncentrace slozky A na k.0
pocéatku reakce v ¢ase 0 ky—

limitujicim k nule



Kinetické metody

PocCatek reakce: t —0; (Cp-X) — C,=>

dt dt

Cl’ANdx_ 4o _* 4o -
—kOcA cc, A= C, T e, et

Rychlost reakce je umerna c, a v pocatku reakce ji Ize
povazovat za konstantni

Podminky analytického vyuziti

Citlivé urCeni malého mnozstvi reakcniho produktu
P nebo slozky A

Splnéni Beer-Lambert-Bouguerova zakona
Reakcni rychlost nekatalyzované reakce musi byt
zanedbatelna vuci rychlosti katalyzované reakce



Kinetické metody

* Vyhodnoceni dat
a) Metoda tangent
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b) Metoda konstantniho

casu

Kinetické metody
* Vyhodnoceni dat
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Kinetické

* VVyhodnoceni dat

c) Metoda fixni
koncentrace
reakcniho produktu
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Kinetické metody

2. Integralni technika

Je vhodna pri nezanedbatelné zméene c, a pri startu
katalyzované reakce se zpozdenim. Integrovana forma
diferencialni rovnice 1. radu

c, _ c, _ 1
In —kc "t log = ket
c, x c, ¢ 2.303
c, X 1
log —= Oz—cht
c, X 2.303

Plati i pri soubehu katalyzovane a nekatalyzovane reakce.
Vyhodnoceni se provadi napriklad metodou tangent



Kinetické metody
Priklad: Fotometrické stanoveni fluoridu

 Katalyticky ucinek fluoridovych iontu na reakci Zr(1V)
v prostredi Cl- s organickymi barvivy
* Princip: Depolymerace hydroxokomplexu Zr(lV) v

pritomnosti F-- rychla tvorba ternarnich komplexu s:

— Xylenolovou oranzi

— Methylthymolovou modfri
— Glycin-thymolovou modfri
— Arsenazo Il

* Polymerni Zr(lV) reaguje s barvivy pomalu, avsak v
pfitomnosti F- se tvofi ZrF3*, ZrF,2* a tyto rychle
reaguji_s barvivem . Koncentrace fluoridu musi byt
substechiometricka vzhledem k Zr(IV). Nadbytek F-
zpusobuje rozklad chelatu a ztratu zbarveni




Kinetické metody
Priklad: Fotometrické stanoveni fluoridu

Podminky mereni

— Roztok Zr(IV) musi byt starsi (polymerace)

— Zbarveni se vyviji po dobu 90 minut (Xylenol. Oranz)
— Cygy vV rozmezi 0.3 — 0.45 mol/L

— A,,=530 nm, € = 2.0x10°L-mol-! -cm-*

Meze detekce 10-3- 106 ug -mL"

Rychlost a opakovatelnost reakce zavisi na:

— Teplote

— lontové sile

— ReakCnim prostredi (doprovazejici ionty)

Nizka selektivita, nutnost maskovani nebo
separace rusicich iontu (anionty P,As,S,0x,Citr.)



Kinetické metody
Priklady fotometrickych stanoveni:
katalyza oxidacCnich procesu

Prvek |Reakce c (ng/mL) (A ., (M)

Cr(V1) | Oxidace ortho-di- 1-100 450
anisidinu H,O, v HCI

Fe(lll) | Oxidace para-phene- |1 -100 |536
fenantrolinem jako
aktivatorem

Co(ll) |Oxidace alizarinove (0.1 -1 995

cerveni H,0,,alkal. p.




Kinetické metody
Priklady fotometrickych stanoveni:
katalyza oxidacCnich procesu

Prvek |Reakce c (ng/mL) [A ., (NM)

Mo(VI) | Oxidace kys. rubea- |od 0.5 400
novodikove H,O, v
HCI

Cu(ll) |Oxidace kyseliny 5-50 370
sulfanilové H,0,

Ni(ll) |Oxidace pus. H,O, [|1-10 420
pyrokatechin -3,5—di-
sulfonove kyseliny




Kinetické metody
Priklady fotometrickych stanoveni:
katalyza oxidacCnich procesu

Prvek |Reakce c (ng/mL) [A ., (NmM)
Ag(l) |Oxidace kyseliny 1-35 535
sulfanilovée
peroxodisiranem
V(V) |Oxidace kys. galove 0.1 —-0.8 (425

peroxodisiranem




Kinetické metody
Enzymove katalyzovane reakce

« Stanoveni:
— Enzymoveé aktivity
— Koncentrace substratu
E + S © (ki ki) X (kyy) > P+ E

Enzym Substrat Meziprodukt Produkt Enzym

E], pocatecni koncentrace enzymu
S], pocateCni koncentrace substratu

E] = [Elo - [X]; [S] =[Sy - [X]= [S]y ; [X] < [Elo ; [Elp < [Slo
Ustaleny stav:

AL S N R VR

dt




Kinetické metody
Enzymove katalyzovane reakce

PocatecCni rychlost reakce v,

WL P ‘LB S

° dt ot

Vo [El; A

[EL, [Els

[E];
[EL,

[E]4
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Kinetické metody
Enzymove katalyzovane reakce

* Vyhodnoceni koncentrace enzymu metodou:
1. tangent

2. fixniho ¢asu

— Enzymy - vysoka selektivita, m.d. 10-8-10-19
mol/L pfi 10-° mol/L substratu, skladovani<5 C,
iInaktivace >30 C, inaktivace pH<5, pH>9,
denaturace org. rozp., stabilizace vysokymi
konc. inertnich soli.

— Spektrofotometricke stanoveni vybranych
enzymu



Kinetické metody
Enzymove katalyzovane reakce

Enzym Substrat ProcLukt (méfi | Indikator
se nebo reaguje s
indikatorem) (koenzym)
Lipaza Estery fluoresceinu Fluorescein -
Hydrolaza
Esteraza
Cholin Indofenylacetat Indofenol aDithiobis-
esteraza Butyrylthiochinolin Thiochinolin } (nitrobenzoat)
(LDH) Laktat- Kyselina mlécna Kyselina pyro NADH*
dehydrogenaza hroznova
Transaminaza | K. asparagova +k. | Oxaloctova kys. | NADH?*

(GOT)glutamat-
oxaloctove kys.

a-ketoglutarova

*Dihydrogen nikotinamid adenin dinukleotid difosfat

aTvorba 2-nitro-5-merkaptobenzoatu (400-420 nm)




Kinetické metody
Enzymove katalyzovane reakce

Enzym Substrat Prbodukt (mefise | Indikator
nebo reaguje s
indikétorem) (koenzym)
Transaminaza Kyselina a- Kys. pyrohroznova | NADH?*
glutamat-pyro ketoglutarova +
hroznove 1-alanin

kyseliny (GPT)




