Letni $kola - spektrofotometrie

Teorie spektrofotometrie

Pti priichodu zafeni hmotnym prostfedim je zafeni v daném smeéru zeslabovéano
absorpci a rozptylem. Velikost absorpce zafeni 1ze popsat Lambert — Beerovym zakonem

I=1lo-eX=1,.10%, (1)

kde I a I, jsou intenzity proslého a dopadajiciho zafeni, K je absorp¢ni koeficient, € molarni
absorp¢ni (extink¢ni) koeficient, ¢ je molarni koncentrace absorbujici latky, | je tloustka
absorbujici vrstvy. Pfi kvantitativnich fotometrickych méfenich se jako mira absorpce uziva
veli¢ina propustnost T = I/I,.

Zavislost propustnosti na koncentraci a tlouStce absorbujiciho materidlu je
exponencialni, coz je pro praktické uziti nevyhodné. Proto se pii méfeni pouziva zaporného
logaritmu propustnosti

-logT=¢cl =A (2)

a oznacujeme jej jako absorbanci A (dfive téz extinkce E nebo ,,optical density” OD).
Hodnota € se ¢iselné rovna absorbanci roztoku s jednotkovou molarni koncentraci
Vv kyveté s jednotkovou délkou. Béznou jednotkou ¢ je
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Hodnoty ¢ se _pohybuji od jednotek po desetitisice i vice cm? mmol™ a jsou pro mnohé latky
tabelovany. Casto se uvadéji téz hodnoty A”icm, které udavaji absorbanci 1% roztoku
méteného pii tloust'ce vrstvy 1 cm.

Podle Lambert-Beerova zakona je grafickym vyjadienim zavislosti absorbance na
koncentraci ptimka, jejiz smérnice udava molarni absorp¢ni koeficient. Tato zavislost je
piesné splnéna jen pro opticky tidka prostfedi (napi. zfedéné roztoky), kdy se neuplatiiuje
zavislost extinkéniho koeficientu na indexu lomu absorbujici latky. Pii spektrofotometrickém
stanoveni koncentrace je proto vzdy nutné platnost Lambert-Beerova zakona ovéfit.

Latky neabsorbuji zafeni u vSech vlnovych délek stejné intenzivné. Méfime-li
nékterou veli¢inu charakterizujici absorpci latky (T, A, &) v uréitém spektralnim intervalu,
ziskdme tzv. absorp¢ni spektrum. K méteni spekter se pouZzivaji spektrofotometry. Pokud
métime koncentraci néjaké latky, je tieba pro métfeni zvolit vhodnou vinovou délku. Obvykle
volime vlnovou délku, pti které¢ ma latka maximdalni absorbanci. Proto je nutné nejdiive
zméfit zavislost absorbance na vlnové délce a z maxima spektralni zavislosti ur¢it vhodnou
vlnovou délku pro méfeni koncentrace.

Spektrofotometr se skladd z ¢asti optické, obsahujici zdroj zareni, monochromator,
detektor, vzorkovou cast a optické prvky, a elektromechanické, zahrnujici ladéni
monochromatoru, méfi¢ signdlu detektoru a vystupni zatizeni. Vzorek se zpravidla umistuje
mezi monochromator a detektor. Zakladni schéma jednopaprskového spektrometru je na
obr. 1.



Vzorek

Monochromator

Detektor

Vystupni
stérbina

Disperzni

Zdroj svétla ) element
Vstupni

® stérbina

Obr. 1. Zdakladni schéma klasickeho jednopaprskového spektrometru. Podle Owen T. (2000)

Pomoci monochrométoru vybirdme z emisniho spektra zdroje zafeni tizky spektralni
pas (,vlnovou délku*), kterym prozafujeme vzorek a proslé zareni detekujeme pomoci
fotonky. Natacenim disperzniho elementu monochromatoru (hranol, miizka) vybirdme rizné
»vlnové délky* v daném spektralnim rozsahu a métfime tak celé spektrum propustnosti
vzorku. Piepoctem podle rovnice 2 ziskame absorpéni spektrum.
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Obr. 2. Zdkladni schéma ,,diode array“ jednopaprskového spektrometru Podle Owen T.
(2000)



Moderni spektrofotometry vyuzivaji jako detektoru diodového pole. U téchto
spektrofotometrl je vzorek umistén mezi zdrojem zafeni a monochrométorem. Vzorek je tedy
prozatfovan celym emisnim spektrem zdroje zafeni a teprve zafeni proslé vzorkem se rozklada
na ,,vlnové délky“. Kazda ,,vlnova délka“ ma svou prostorovou orientaci a dopadd na
miniaturni fotodiodu. Signaly z jednotlivych fotodiod pak jsou umérné propustnosti vzorku
pfi dané¢ vlnové délce. U tohoto typu spektrofotometrii je pozice disperzniho elementu
monochromatoru fixni (tj. odpadd nutnost jeho mechanického nataceni). Tento typ
spektrofotometr neni vhodny pro svétlocitlivé vzorky.

Prakticka cviceni s ,,diode array* spektrofotometrem CHEM-2000

Ptistroje a pomucky:

- Spektrometr CHEM-2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, USA), vlaknovy
jednopaprskovy ,.diode array* spektrofotometr pro méteni ve viditelné a blizké
infraervené Casti spektra s polychromatorem (obr. 3), ktery je na desce v pocitaci.

- Hranové, pasové a Sedé filtry, sada rliznobarevnych plastovych filtrli, kryci a podloZni
sklicko pro mikroskopovani, modra skalice, destilovana voda, kapesni svitilna se
zarovkou a LED svédlem

Obr. 3. Zdkladni schéma polychromatoru spektrofotometru CHEM-2000. Duilezité
komponenty:1 - vstup polychromatického svetla, 4 — zrcadlo, 5 - disperzni mrizka, 6 —
zrcadlo, 7,8,9 - komponenty CCD chipu



Ukoly

1) Seznamte se s méfenim spekter pomoci CHEM-2000

2) Zméite spektrum propustnosti vybranych filtrti (Sedé, pasové a hranové).

3) Zm¢ite spektrum propustnosti podlozni a kryciho skli¢ka k optickému mikroskopu.
Diskutujte naméfena spektra.

4) Zméite spektrum propustnosti prazdné sklenéné kyvety, kyvety naplnéné vodou.

5) Zm¢ite spektra propustnosti roztoku modré skalice o rizné koncentraci a diskutujte je.

6) Zmeéite spektra propustnosti zeleného listu a listu infiltrovaného destilovanou vodou a
diskutujte je.

7) Zméite emisni spektrum vybranych zdroji svétla (LED svitilna, svitilna se zarovkou)
a diskutujte namétfena data.
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