11. cviceni Biochemicky ustav LF MU 2018

SPEKTROFOTOMETRIE

Metody kvantitativni analyzy se Casto zakladaji na urceni absorpce elektromagnetického zareni z oblasti
ultrafialové (vlnova délka A < 380 nm) nebo viditelné casti spektra (A = 380-780 nm) stanovovanou
latkou. Molekuly absorbuji elektromagnetické zafeni pouze takové energie (kvantum energie), ktera je
privede do vyssiho (excitovaného) energetického stavu. Tuto energii lze vyjadfit pomoci vztahu:

AE=hv=hc/A

kde h je Planckova konstanta, v frekvence absorbovaného zateni, ¢ rychlost svétla ve vakuu, A vinové délka absorbovaného zateni.
Vlnova délka (A) absorbovaného elektromagnetického zafeni, je tedy urena vzdalenosti dvou sousednich
energetickych hladin (AE) molekul dané latky, mezi kterymi molekuly piechazi.
Pokud monochromatické zareni (zatfeni o dané vinové délce) o zafivém toku Py prochazi vrstvou
absorbujici latky b, dochazi k pohlceni (absorpci) ¢asti zafeni, takze vychazejici elektromagnetické zafeni
ma zafivy tok P niz§i, nez zafeni dopadajici.

Mnozstvi absorbovaného zareni miize byt vyjadieno dvojim zplisobem:

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

# — - Casto se udava jako procento pro$lého zateni 7=100 P/ Po %

- jako absorbance: 4 =log(Po/ P)=1og(1/T)=—logT
b

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

Vztah mezi transmitanci a absorbanci vyjadiuje nasledujici schéma:

% Transmitance

1] 10 20 3 a0 50 11} o ag i) 100

N A A (NN NN N N

-t rrrr 17 1T 17T 1 1

2015 i0 08 O0OF 06 05 04 0.3 [13-3 o1 0os 0.00
Absorbance

Pokud nedochazi k absorpci zateni pfi jeho prichodu latkou, tak transmitance je rovna 100 %
a absorbance je nulova. Pokud je vesSkeré zafeni pohlceno roztokem, tak je transmitance nulova

a absorbance je rovna nekonecnu.

Velikost absorpce elektromagnetického zafeni zavisi na tfech faktorech, na vlnové délce zafeni,
koncentraci absorbujici latky v roztoku a na tloust’ce méfené vrstvy.

Pti dané vinové délce zareni existuje mezi koncentraci absorbujici latky a absorbanci pfima iméra. Tuto

zavislost vyjadiuje Lambertav-Beeriv zakon (n¢kdy oznacovany pouze jako Beertiv zakon):

Arn=e.bc

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

Nekdy je absorbujici latka charakterizovana pomoci absorpéniho koeficientu a (absorptivity, extinéniho koeficientu k), ktery
odpovida absorbanci latky o koncentraci 1 g/l a b = 1 cm nebo procentualniho absorpéniho koeficientu ¢!, ktery odpovida
absorbanci latky o koncentraci 1 % (napf. 10 mg/ml) a b = 1 cm (pro pfepodet mezi koeficienty plati: a = /M = 0,1 £!'%).
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Absorbance je aditivni veli€ina, tj. pokud je v roztoku ptitomno vice latek, které absorbuji pfi dané vinové
délce, tak celkova absorbance roztoku je dana vztahem:

Acetkova=A1+ A+ ...=e1bci+eber+t ...

Lambertiv-Beertiv zakon plati pouze pro:
e monochromatické zareni
e zfedéné roztoky (< 102 mol I')
e homogenni roztoky (nedochazi k rozptylu zareni na ¢asticich vzorku)
e vzorky, které nefluoreskuji ani nefosforeskuji pii dané vinové délce

e monomerni latky, které v roztoku neasociuji

Zavislost absorbance na vlnové délce nazyvame absorpéni spektrum (absorpcni kfivka). Absorpcni
spektrum je charakteristické pro danou slouc¢eninu. Prakticky vyznam maji absorpéni maxima kiivky
a jim pfisluSejici vlnové délky. Ke stanoveni koncentraci absorbujicich latek se voli zpravidla vinové
délky téchto maxim, ponévadz stanoveni je nejpiesnéjSi (viz obrazek) a souCasné i nejcitlivejsi

(viz Lambertuv-Beerav zakon).
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Z absorp¢ni kiivky lze téz vypocitat hodnoty molarnich absorpcnich koeficientli, zname-li koncentraci
absorbujici latky, pro kterou byla absorpéni kiivka sestrojena:

En = Amax/bc

max

ProtoZe hodnota molarniho absorp¢niho koeficientu zavisi na konkrétnich experimentalnich podminkach,
tak se v podstaté vzdy pii spektrofotometrickych stanovenich koncentrace vychazi z kalibra¢niho grafu.
K jeho zhotoveni se pfipravi znejcistsiho preparatu stanovované latky (standardu) standardni roztok
a jeho fedénim fada kalibra¢nich roztokti. Kazdy kalibra¢ni roztok se zpracuje stejnym postupem jako
vzorky s neznamou koncentraci. Poté se zméfi jejich absorbance proti rozpoustédlu nebo ¢inidlu bez
méfené latky (slepému vzorku/pokusu, angl. blank). Namétené hodnoty se vynesou do grafu jako
zavislost absorbance kalibracnich roztokti na jejich koncentraci. Zavislost je linearni pro rozsah
koncentraci, ve kterém plati Lambertiv-Beertiv zakon. Odchylky od piimky jsou bé&zné u vysokych
koncentraci. Body lezicimi v linearni ¢asti grafu se prolozi pifimka (jejiz obecna rovnice je y =k x + q).
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Pokud se méti absorbance proti slepému vzorku, tak kalibracni pfimka prochazi poc¢atkem soutadnic:

A=kc
k je smérnice primky (tj. tangenta thlu, ktery svira piimka s osou x): A :
k= AA/A »
Pievracend hodnota smérnice piimky 1/k se nazyva kalibraéni faktor | /7 Ao
: 4 ,
F=1/k=Ac/AA4
\

Pro vypocet koncentrace analytu v neznamém vzorku potom plati:
cx=AxF

Ponévadz standard i analyzovana latka maji za danych experimentalnich podminek stejnou hodnotu
molarniho absorpéniho koeficientu tj. €wa = &, ziskdme po dosazeni z Lambertova-Beerova vztahu za
€ rovnici Agd/(b csd) = Ax/(b ¢x), z které pro koncentraci analytu v neznamém vzorku vyplyva:

Cx = Cstd Ax | Asta

Koncentraci analyzované latky c¢x lze vypocitat ze zméfenych absorbanci analyzovaného vzorku Ay
a kalibra¢niho roztoku Ass 0 koncentraci cqq, ktera je blizka koncentraci analytu v neznamém vzorku c.
Absorbance jsou méfeny proti slepému vzorku.

Latky barevné (tj. latky vyrazné absorbujici viditelné zafeni) lze spektrofotometricky stanovit piimo.
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
piimo umérna koncentraci analytu v pivodnim analyzovaném roztoku a lze ji zméfit spektrofotometrem.

Pti spektrofotometrickém stanoveni koncentrace je nutné dodrzovat urcité zasady:
e kyvety plitte do % jejich objemu
o vngjsi stény kyvety udrzujte Cisté a suché
o nedotykejte se prsty stén kyvety, kterymi prochézi svétlo
e kyvetu drzte pouze za bo¢ni stény, které byvaji matované nebo vroubkované
e roztok v kyveté musi byt bez bublin, pfip. odstrante sklepnutim nebo promichanim ty¢inkou
e kyvetu vkladejte do drzaku vzdy stejnou stranou ke zdroji svétla, napf. ocejchovanou stranou
e meéfeni absorbance v rozmezi 0,2-0,7 poskytuje nejpresnéjsi vysledky pfi stanoveni koncentrace

Ptistroje, které se pouzivaji k méteni zafivého toku v ultrafialové nebo viditelné oblasti spektra se nazyvaji fotometry nebo
spektrofotometry. Fotometry jsou jednodussi a pouzivaji k vymezeni izkého pasma vlnovych délek filtry. Spektrofotometry
pouzivaji vétSinou miizkovy monochromator, ktery dovoluje kontinudlné ménit vinovou délku méfeni v Sirokém intervalu.
Spektrofotometr mivéa zpravidla citlivéjsi detektor nez fotometr a obvykle dva zdroje svétla (zvlast pro UV a zvlast pro VIS
oblast).

Vsechny fotometry a spektrofotometry sestavaji ze tfi zakladnich ¢asti:
e zdroje zafivé energie

e filtru nebo miizky pro izolaci uzkého pasma zativé energie

e detektoru méticiho zatfivou energii propusténou vzorkem.
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Zjednodusené schéma jednopaprskového spetrofotometru SPEKOL 11
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Ve viditelné oblasti je nejéastéji pouzivanym zdrojem svétla Zarovka s wolframovym vlaknem. Jeji spektralni charakteristiku 1ze
vyznamng zlepsit halogenovou atmosférou. Kromé toho jsou rozsifené ruzné typy zdroju elektrického vyboje. V UV oblasti to
jsou deuteriové vybojky (190 az 375 nm), pro UV + VIS spektra xenonové a rtutové vybojky. Excitace vybojky je vyvolana
pruchodem elektrond plynem.

Pro selektivitu, spravnost a citlivost vSech méfeni je nutné vybrat uzké pasmo vlnovych délek, vyzafovanych ze
Sirokospektralniho zdroje. K tomu tucelu se obvykle pouzivaji interferenéni filtry nebo reflexni miizky (nemaji ztratu svétla
absorpci). Mfizka je vedle vstupni §térbiny, vymezujici svazek heterochromatického zareni, a vystupni Stérbiny, propoustéjici
pasmo svétla blizké nominalni vinové délce, nejdilezitejsi ¢asti optického zafizeni k ziskani monochromatického svétla, tzv.
monochromatoru.

Detektory pouzivané ve VIS a UV oblasti pfevadéji zafivou energii na elektrickou energii. Pouzivaji se fotonky, fotonasobice a
diodova pole. Ve fotonkach se elektrony uvolnéné z fotokatody po dopadu foton pohybuji k anodé Gc¢inkem napéti. Je-li
fotonka plnéna plynem, elektrony cestou ionizuji jeho molekuly, takze na anodu dopadne vétsi pocet elektronti, nez byl uvolnén z
katody. Fotonasobice jsou uspofadany tak, ze elektrony dopadnou po ozafeni fotokatody na prvni zesilovaci elektrodu, tzv.
dynodu, kde je pocet fotoelektrond nasoben sekundarni emisi. Takovych dynod je ve fotonasobi¢i 10 i vice a vysledny efekt
zesileni mize byt i n€kolik milionl. V detektoru diodového pole je svétlo rozptylovano miizkou na pole mnoha (napf. 200)
svétlocitlivych diod a vznika napéti, které je pfevedeno na digitalni signal. Tyto detektory umoziuji méfit soucasné celé
spektrum, napf. v rozsahu 200 az 700 nm.

Pro fotometrickd méfeni se pouzivaji kyvety sklenéné a plastové (pro viditelnou oblast spektra) nebo kiemenné pro meéreni
v ultrafialové oblasti. Tloustka kyvety byva obvykle 1 cm (pfi manualnim meéfeni, analyzatory s fotometrickou detekci pouzivaji
kyvety mensich rozméra), bézné je i pouzivani prutokovych kyvet a prutokovych cel. Kyveta s roztokem méfeného vzorku se
vklada mezi filtr, resp. miizku a detektor.

PRAKTICKA CAST
Ukol 11.1 Spektrofotometrické stanoveni salicylové kyseliny

Acetylsalicylova kyselina (ASA, z angl. acetylsalicylic acid, pKa = 4,57) byva jednou z ucinnych latek
antipyretik (latek snizujicich horecku). V organismu je ASA pii pruchodu jatry hydrolyzovana na
salicylat. Spektrofotometrické stanoveni salicylatu je zalozeno na metod¢, pii niz je bezbarvy salicylat
pieveden v kyselém prostiedi na barevny komplex se Zelezitymi ionty. Budeme piedpokladat, ze se
vytvaii komplexni kation s 1 molekulou salicylové kyseliny:

COONa
ONa

+2H" +Fe —> +2Na”




R R &R R
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Takto 1ze nepfimo stanovit i mnozstvi ASA v tableté¢ medikamentu po alkalické hydrolyze na salicylat:

COOH (0] COONa

O——C——CH; ONa
100 °C/10 min
+3NaOH ——> + CH3COONa + 2 H,0

Material: Salicylat sodny (M; = 160,10), zelezité ¢inidlo (dusi¢nan zelezity, 0,1 mol/l v 0,12 mol/l HCI), vazenka,

odmérna banka 10 ml, nalevka. Analytické vahy, nastavitelny mikrodavkovac 100-1000 pl. Délené
pipety 2 ml, mikrozkumavky 1,5 ml, nizké zkumavky, ty¢inka, popisova¢. Vzorek s nezndmou
koncentraci salicylatu, spektrofotometr.

Provedeni:

R

a) Priprava kalibracnich roztokit salicylatu

Ptipravte 10 ml standardniho roztoku salicylatu sodného o latkové koncentraci 5 mmol/l rozpusténim
ptipravené navazky.

Redénim standardniho roztoku salicylatu ptipravte do o&islovanych mikrozkumavek fadu kalibraénich
roztoki dle tabulky. Pfed odméfovanim vypoctéte objemy demi-vody a standardniho roztoku potfebné
k pripravé pravé 1 ml kalibra¢niho roztoku o dané koncentraci:

Roztok ¢. Standardni roztok (ml) Demi-voda (ml) ¢ (mmol/l)
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5

b) Sestrojeni absorpcni kiivky komplexu Fe’*-salicylat
Do dvou zkumavek odmétte presné sklenénou pipetou po 2 ml Zelezitého ¢inidla.

Do prvé zkumavky piidejte 100 ul kalibra¢niho roztoku ¢. 3, do druhé 100 ul demi-vody. Dikladné
promichejte a ponechte 10 minut stat.

Pomoci spektrofotometru Spekol 1300 nebo Hélios & (ndvod bude pfiloZen u pfistroje) zméite
absorpéni spektrum komplexu Fe**-salicylat v prvé zkumavce v rozsahu vinovych délek 450-600 nm.
Roztok ve druhé zkumavce pouzijte jako slepy vzorek.

. Zaznamenejte hodnoty absorbanci pro vSechny vinové délky.

Vyneste graficky na milimetrovy papir zavislost absorbance na vlnové délce zareni.
Urcete nejvhodnéjsi vinovou délku (maximalni absorbance) pro stanoveni koncentrace salicylatu.

Vypo¢téte hodnotu molarniho absorpéniho koeficientu komplexu Fe**-salicylat v jeho absorpénim
maximu (uv€domte si spravnou hodnotu koncentrace komplexu Fe**-salicylat v mé&Feném roztoku
(0,1 ml kalibratoru ¢. 3 + 2,0 ml Zelezitého ¢inidla)).
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¢) Zhotoveni kalibracniho grafu a stanoveni koncentrace salicylatu ve vzorku

10.
11.

Do sedmi zkumavek odméite presné sklenénou pipetou 2 ml Zelezitého Cinidla.

Do 1. az 5. zkumavky odméite po 100 pl pfislusného kalibra¢niho roztoku (ke zhotoveni kalibra¢niho
grafu), do 6. zkumavky 100 ul neznamého vzorku a do 7. zkumavky 100 ul demi-vody (slepy pokus).
Dtikladné promichejte a ponechte 10 minut stat.

Zmérte absorbanci vSech roztokti pfi vlnové délce absorpéniho maxima, které jste urcili
v ptedchozi tloze, proti slepému pokusu.

Ze ziskanych hodnot absorbance kalibracnich roztoki sestrojte kalibracni graf.
Z linearni ¢asti grafu vypoctéte kalibracni faktor.

Stanovte koncentraci salicylatu v neznamém vzorku jak odeétenim z kalibra¢niho grafu, tak
vypoc¢tem pomoci kalibrac¢niho faktoru.

Jaké mnozstvi fotonl je absorbovano roztokem, tj. jaka je hodnota 7 v %, jeli hodnota
absorbance rovna: a) 0,3 b) 1,0 c¢)2,0?

V jakych jednotkach se udava absorbance?
V jakych jednotkach se udava molarni absorpcni koeficient?

Vypoctete koncentraci hovéziho sérového albuminu v mg/ml, jestlize roztok albuminu ma
absorbanci 450 = 1,334. Procentudlni absorpéni koeficient pro albumin g} = 6,67.



