Instrumentalni analytické metody

B. Optické analytické metody — vyuZivaji jevii spojenych se vznikem elektromagnetického
zafeni, jakoz 1 rGzné jevy spojené se vzajemnou interakci zafeni s analyzovanou latkou. Pomoci
riznych zafizeni a pfistroji métime optické veli€iny, které jsou v né¢jakém matematicky definovaném
vztahu s méfenou veli¢inou.
Optické analytické metody délime na :

1) emisni spektralni metody, napf. spektralni analyza a plamenova fotometrie, plamenova

spektrofotometre,
2) absorpéni spektralni metody, napt. spektrofotometre, fotometrie, kolorimetrie,
3) jiné optické metody, napf. refraktometrie, polarimetrie.

Neékteré zakladni fyzikdlni pojmy pouZivané v popisu optickych analytickych metod
Mezi obecné zékladni optické pojmy patii:
a) elektromagnetické zdieni je druh zafeni (vinéni) tvorfeny elektrickou a magnetickou slozkou,
jejichz vektory jsou v rovinach na sebe kolmych a jejich kmity maji riizny smér,
b) vinova délka J elmag. zateni je vzdalenost mezi vrcholy dvou sousednich maxim; udava se v nm
(10° m). Vinova délka rozdéluje elmag. zateni na zdreni viditelné — svételné zateni neboli svétlo
(4 je vrozsahu 380 — 760 nm), zafeni ultrafialové — UV (4 je krat$i nez 380 nm) a zafeni
infracervené — 1C (4 je del§i nez 760 nm). Podle stoupajicich vlnovych délek se méni zbarveni
elmag. zareni — fialova, modra, modrozelena, zelena, zluta, oranzova, ¢ervena. Z toho plyne, ze
kazdé barvé svétla odpovida urcita vinova délka.
Uspotadani elektromagnetickych vin podle stoupajici vlnové délky nazyvame elektromagnetické
spektrum:

blizka UV oblast
kosmické zaieni RTG zaieni |
_ ultrakratké | radioviny
_ y 1 zditeni - IC zdifeni viny
| |
T | | T
10%nm  10°mm 102nm 1 nm 3 nmj 200 400nm | 800 nm 1 mm 1m 10 km
daleka UV viditelné zdaieni

oblast

c) kmitocet (frekvence) f elmag. zafeni udava poet kmitl za sekundu; udava se v s a jednotkou
je hertz (Hz), ktery odpovida jednomu kmitu za sekundu.
d) rychlost Siieni elmag. zdfeni c je pro vSechny druhy zafeni piiblizné stejna; ve vakuu ¢ini asi

300 000 km/s.

e) energie elmag. zdaieni E (J.mol™?) — piislusi jednotlivym typlim zafeni a je charakteristickd pro
urc¢itou vinovou délku. Plati vztah:
h.c
E=h.f =777
A

znéhoz je patrné, Ze energie zafeni je nepiimo umérna vinové délce. Pro oblast viditelného

svétla je energetické rozmezi 30 az 15 . 10* J.mol™.

h ..... je tzv. Planckova konstanta; h = 6,625 . 1034 J.s

f) druhy zdveni:

- polychromatické zafeni — obsahuje rtizné vinové délky; napf. bilé svétlo obsahuje vSechny
vinové délky z viditelné oblasti spektra,

- monochromatické zareni — obsahuje jen jednu vinovou délku (1épe velmi blizké vinové délky);
lze je ziskat z bilého svétla pomoci riznych monochromatori (napt. filtrd, hranold nebo
miizek).

- polarizované svétlo — je zafeni, jehoz kmity jsou pouze v jedné roviné kolmé na smér Sifeni
zafeni. Lze je ziskat riznymi zplsoby (lomem, odrazem, dvojlomem). Nej¢astéji pouzivame
tzv. Nikoluv hranol, ktery je z islandského vapence.
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0) barva pfedmétu — je dana jeho schopnosti absorbovat a odrazet zafeni nékterych vinovych délek

h)

ch)

viditelné oblasti spektra. Barvu pfedmétu (latky) urcuji vinové délky odrazeného zéteni. Jsou to
tzv. dopliikkové vinové délky (viz nize) k vinovym délkam pohlcenym.

Piedmét ma barvu bilou tehdy, kdyz odrazi zafeni vSech vinovych délek. Pfedmét ma barvu
cernou tehdy, kdyZ pohlcuje (absorbuje) viechny vinové délky a Zadnou neodrazi. To plati pro
latky neprihledné.

Pruhledné latky (napt. barevné roztoky) pohlcuji ¢ast spektra a vidime je v té barve, jejiz vinové
délky propustila.

Dopliikové Cili komplementdrni barvy jsou dvojice barev, které se navzdajem dopliiuji, tj. jejich
spojenim vznikne bild barva.

Schéma dopliikovych barev znazorfuje nasledujici tabulka :

Barva vzorku

(dopliikové barvy) Barva pohlceného zdieni A max. (nm)
Zlutozelena fialova 400 - 435
Zluta modré 435 - 480
OranZova zelenomodra 480 - 490
Cervena modrozelena 490 - 500
Cervenofialova zelena 500 - 560
Fialova zlutozelena 560 - 580
Modra zluta 580 - 595
Zelenomodra oranzova 595 - 605
Modrozelena Cervena 605 - 750

emise zdieni — je vysilani zafeni néjakou latkou do prostoru. Rozkladem tohoto zafeni
spektralnim zatizenim (hranol, miizka apod.) ziskame emisni spektrum. Rozborem a interpretaci
téchto spekter se zabyva emisni spektralni analyza.

absorpce zdieni — je pohlcovani elmag. zafeni pfi prichodu hmotnym prostiedim, projevujici se
zeslabovanim intenzity zafeni. Soucasné nastava rozptyl svétla. Velikost obou efektl zavisi na
charakteru prostiedi a vlnové délce zafeni. V homogennim prostiedi je velikost rozptylu
zanedbatelna. Velikost absorpce zavisi na vlnové délce (absorpcni kiivka), v homogennim
prostedi pak na tloust'ce vrstvy a koncentraci roztoku (L. — B. zakon).

Rozkladem pros§lého zareni spektralnim zafizenim (hranol, mtizka apod.) ziskame absorpcni
spektrum. Rozborem a vyhodnoceni téchto spekter se zabyva absorpcni spektralni analyza.
spektrum — soubor ¢ar zv. spektralni ¢ary, uspotadanych podle vinovych délek nebo frekvenci
polychromatického zateni. Bézné je znamé spojité spektrum bilého (slune¢niho) svétla, které
vznikd prichodem svétla hranolem. Jinym a Cast&j$im typem spektra je spektrum tvoiené
samostatnymi ¢arami a nazyva se spektrum carové. Toto spektrum poskytuji atomy a molekuly
plynii. Carova spektra mohou byt:

- atomova — jedna se o soubory izolovanych ¢ar. Jejich polohy v emisnim spektru odpovidaji
zéfeni excitovanych atomu V plynném stavu, nebo v absorpénim spektru nalezi param nebo
plynim prvki. Kazda ¢ara v atomovém spektru zodpovida piechodu elektronii mezi dvéma
energetickymi hladinami v atomu. Atomova emisni spektra charakterizuji kazdy prvek. Na tom
je zalozena spektralni emisni analyza.

- molekulovd — jsou v emisnim 1 absorpénim spektru tvofena barevnymi pasy, které odpovidaji
pfitomnym molekulam ¢i radikalim a poskytuji je roztoky anorganickych i organickych latek.
Podle vzniku se spektra déli na spektra emisn/ a spektra absorpcni. Existuji jesté dalsi typy
spekter podle charakteru a oblasti vinovych délek zafeni (napf. rentgenova, elektronova,
Rammanova, infracervena a dalsi).

- emisni spektra — ziskame rozlozenim emitovaného zateni po prichodu spektralnim piistrojem.
Jejich rozborem se zabyva emisni spektralni analyza.

- absorpcni spektra — vznikaji rozlozenim absorbovaného polychromatického zafeni po
prichodu zafeni néjakym prostiedim Toto prostfedi absorbuje zafeni o kmitoétech
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odpovidajicich kmito¢tim pohybu molekul, atomt a atomovych skupin v molekule (molekulova
absorp¢ni spektra, pouzivand v analytické chemii a strukturni analyze). Poloha jednotlivych
pasu ve spektru charakterizuje jednotlivé skupiny atomti v molekule, resp. samotné molekuly
(kvalitativni faktor). Intenzita absorpcnich past je pak umérna mnozstvi pfislusné latky
(kvantitativni faktor). Rozbore a hodnoceni téchto spekter je pfedmétem absorpcni spektralni
analyzy.

1. Emisni spektralni analyza

Zakladateli téchto metod jsou G. Kirchhoff a R.W. Bunsen v poloviné 19. stoleti. Podstata této metody
spociva v tom, ze zkoumana latka se vklada do zdroje zateni (el. jiskra nebo el. oblouk, plamen apod.),
a tato latka sama vydava zateni, které po prichodu spektralnim zafizenim (spektrograf) poskytuje
carové emisni spektrum. Podle polohy ¢ar ve spektru (vlnové délky) se urcuje kvalita obsazenych
prvka a podle intenzity spektralnich ¢ar je mozné urcit jejich obsah (kvantita).

Duikaz prvkid provadime metodou tzv. poslednich, zbytkovych cili rezonancnich car, které odpovidaji
preskokiim excitovanych elektronti z energeticky nejbliz§ich hladin na hladinu zakladni. Tyto cary
jsou nejintenzivnéj$i a charakteristické pro jednotlivé prvky. Poloha ¢ary udéva zaroven vinovou
délku prislusného zateni. Hodnoty 4 spektralnich ¢ar v ziskaném emisnim spektru zjiStujeme
porovnanim polohy téchto ¢ar s normanalem, tj. s ¢drovym spektrem Zeleza. Toto spektrum je velmi
bohaté na spektralni ¢ary a jim odpovidajici 4. resp. f. Prvek povazujeme za prokazany teprve tehdy,
najdeme-li ve spektru 3 jeho &ary (viz Obr. ¢.1.1b).

AE
. & elektrony AE=En—Eq ; f = T
T
1 AE3
:AEz i
. I
TAE: i f f
'AE1 ! 1 2 3
; Eo —X L L
at. jadro
Obr. ¢.1.1a preskoky elektronil po excitaci Obr. ¢.1.1b ¢&arové spektrum

z energeticky nejblizsich hladin

Emisni spektralni analyza ma znacny vyznam v anorganické analyze, zejména ve strojirenském
a hutnickém primyslu pro stanoveni kovil. Pouziva se rovnéz pii stanoveni stopovych mnoZzstvi
biogennich prvkl v popelu zkoumaného vzorku.

Mezi pouzivané metody emisni spektralni analyzy patii plamenovd fotometrie, plamenovd
spektrofotometrie a plamenova spektrografie.

Plamenova fotometrie je zaloZzena na principu emisni spektralni analyzy. Jako budici (excitaci
vyvolavajici) zdroj je nejcastéji pouzivan plamen smési acetylen — vzduch (teplota plamene je okolo
2100°C) nebo acetylen - kyslik (3100°C). Pro vzniklé zafeni muZe byt charakteristické zbarveni
plamene (sodik zbarvuje plamen zluté, lithium karminové ¢ervené, draslik fialové atd.). Spektralnim
pristrojem — spektrografem, ktery rozlozi prochézejici zaieni na jednotlivé spektralni ¢ary, se vytvori
na zobrazovaci plose spektrum.

Pro vznik spekter a déleni spektralnich ¢ar pouzivame bud’ filtry (filtrova plamenovd fotometrie),
hranoly nebo mtizky (plamenovd spektrofotometre). Provadime-li zaznam spekter na fotografickou
desku jedna se o plamenovou spektrografii.

Kwvalitativni rozbor provadime porovnanim ziskaného spektra s ¢arovym spektrem normanalu, kterym
je nejcastéji obloukové nebo jiskroveé ¢arové emisni spektrum zeleza.

Ke kvantitativnimu posouzeni vzorku vyuzivame intenzity zbarveni spektralnich ¢ar. Existuje fada
vyhodnocovacich metod. Nejcastéji se vyuziva princip fotoelektrické indikace (fotoelektricky proud je
umérny intenzité ¢ary a tudiz na koncentraci latky), umoznujici zaroven automatizaci celého procesu.
Pracujeme metodou analytické, kalibracni krivky, kterou ziskame tak, ze k naméfenym hodnotam
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intenzit proudu (svisla osa — y) pfifadime odpovidajici koncentrace latky - standardy (vodorovna osa —
X) v. mmol/l.

V souCasné dob¢ jsou naméiené udaje automaticky vyhodnocovany a zpracovavany digitalné nebo
pomoci vypocetni techniky.

Plamenova fotometrie se pouzivd zejména ke stanoveni malych mnozstvi alkalickych kovli a kovii
alkalickych zemin. Koncentrace vzorku jsou v rozmezi 1 — 180 mmol (od 1 pg do 1 g/100 ml).

2. Absorp¢ni spektralni analyza (v oblasti elektronovych spekter)
Absorpcni spektralni analyza, jinak absorpcni spektroskopie, studuje absorpcni spektra (ptesnéji
elektronova absorpéni spektra), vznikajici rozkladem zafeni (viditelného i UV v blizké oblasti), které
proslo n&jakym homogennim hmotnym prostiedim (roztok, plyn). Absorpcéni spektralni analyza
pracuje se zafenim v oblasti viditelného a blizké oblasti UV zafeni, tj. 185 az 700 nm. Kdyz zafeni,
které opousti absorbujici latku, rozlozime hranolem nebo mfizkou, pak za ptedpokladu, ze zdroj svétla
vysila spojité spektrum, ziskame absorpcni spektrum prerusované bud’ tmavymi pruhy, nebo carami
pti vlnové délce svétla charakterizujiciho pozorovanou absorpci. Pruhova &ili pdsova absorpéni
spektra odpovidaji molekuldm latek a poskytuji je roztoky anorganickych i organickych latek. Carova
absorp¢ni spektra nalezi plynim nebo param prvka. DéEli se na atomovd a molekulova spektra.
Atomova spektra jsou jednodussi nez spektra molekulova, jejichz cary se husté seskupuji a tvoii témer
pasy.
Pouziti absorpcni spektralni analyzy: Rozbor absorpénich spekter umoziuje feSit vztahy mezi
konstituci latek a jeji charakteristickou absorpci. Poloha prislusného absorpcniho spektra ma
kvalitativni povahu, intenzita sledované absorpce ma charakter kvantitativni. Vyhodou absorpcnich
spektralnich metod je jejich rychlost a spolehlivost. Casto se pracuje s malym mnozstvim latek, Ize
stanovit nizké koncentrace — desetiny aZ setiny procenta. Pro koncentrace roztoku jsou to roztoky
0 ¢ < 102 mol/dm?®, podle pouzité metody az c = 107 az 10 mol/dm?.
Pro lepsi pochopeni absorpcni spektralni analyzy pfipomeneme ivodem nékolik zdakladnich pojmii:

a) prichod svétla (elmag. zdieni) homogennim hmotnym prostifedim znazoriuje obrazek

Do..... dopadajici tok elmag. zafeni

Do O @a ..... absorbovany tok elmag. zafeni
Dr...... rozptyleny tok elmag. zafeni
ot...... propustény (transmitovany) tok elmag. zateni

Do = Da + Or + DY

Jelikoz Dr je relativné malé, &ini asi 4 % Do, lze jej za urditych podminek zanedbat, pak plati, ze

Do = Da + D

b) transmitance T — vyjadfuje pomér propusténého toku elmag. zafeni a dopadajiciho toku elmag.
zateni

Dt

0%

Transmitance nabyva hodnot od 0 do 1 tj. od 0 do 100 %. Jeji hodnota zavisi na koncentraci roztoku
a sile vrstvy (tloustce kyvety), Je tim mensi, ¢im vétsi je koncentrace roztoku a tloustka kyvety.
Zavislost transmitance T na molarni koncentraci roztoku a sile vrstvy roztoku je dana vztahem (viz
niZe). Grafem této zavislosti je kiivka (viz Obr. ¢.2.1.).
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€ je molarni absorp¢ni koeficient, je pro kazdou
”C (mol/l) latku charakteristicka konstanta (viz nize).

T (%)
, kde C je latkova koncentrace v mol/I,
| je tloustka Yvety v cm,

Obr. ¢.2.1. graf zavislosti T na c

c) absorbance A — (diive extinkce) je logaritmus pievracené hodnoty transmitance. Tedy
A

A= log T =-log T, dale pak /

A=-log 1075

;A nabyva hodnot od 0 do oo
C (mol/l)

Obr. ¢.2.2. kalibraéni kiivka zavislosti A na ¢

Vyse uvedeny zavér je znam jako Lambert — Beertv zakon. Z tohoto zakona vyplyva, ze zavislost
absorbance A na koncentraci roztoku c pii konstantni sile kyvety a konst. vinové délce je pfimkova.
Grafem je kalibracni krivka, Z niz je mozno ze zjistené hodnoty absorbance A urcit koncentraci
roztoku. Zakon Lambert — Beeritv vyhovuje pouze pro Fedéné roztoky (c < 107 mol/l). P¥i téchto
koncentracich se neuplatiiuje zavislost € na indexu lomu méfeného roztoku.

Z Lambert — Beerova zakona lze rovnéz vypoclitat moldrni absorpcni koeficient € (jinak lze najit
v tabulkach).

A

, € je zavisly na vinové délce prochazejiciho zateni. Udava se pro | =1 cm
c.l ac=1moll/l (pake=A)

Zavislost A na A pii konst koncentraci ¢ a konst. sile vrstvy | udava ptiblizny tvar grafu (znazornéna
¢ast kalibrac¢ni kiivky pro zavislost A na 1) (viz obr. 2.3.)

»
»

Armax A (nm)
Obr. ¢.2.3. kalibraéni ktivka pro zavislost A na A (extinké&ni kiivka)

Jelikoz velikost absorpce je riiznd pro rizné latky a rizné vinové délky, pouzivdme pro piesnd méfeni
monochromatické svétlo té vinové délky, pro kterou v dané latce je absorpce maximalni (Amax). Kazda
latka ma svoji Amax, pii které nastava maximalni absorpce a pii které pak provadime vlastni méfeni.
Vlastni méfeni koncentrace provadime piimou metodou naméfenim absorbance méteného roztoku
a odectenim koncentrace z kalibracni krivky. Pracujeme obvykle s takovymi koncentracemi, aby A se
pohybovala v rozmezi 0 az 0,7.
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Rozdéleni absorpéni spektralni analyzy.
Podle pouzité ptistrojové techniky se absorpéni spektralni analyza déli na:
1. kolorimetrii — pracujeme s viditelnym zatrenim, detektorem intenzity zafeni je oko,
2. fotometrii
a) subjektivni — pracujeme s viditelnym zafenim, detektorem intenzity zafeni je oko,
b) objektivni — pracujeme s viditelnym zafenim, detektorem intenzity zafeni je foto¢lanek
nebo fotonka,
3. spektrofotometrii — pracujeme s viditelnym nebo UV zafenim, detektorem intenzity zafeni je
fotoclanek nebo fotonka,
4. atomovd absorpéni spektrofotometrie

Princip kolorimetrie

Kolorimetricky méfime koncentraci barevného roztoku porovnanim intenzit zbarveni roztoku
0 neznamé koncentraci se standardnim roztokem (roztok znamé koncentrace). Pracujeme pfi
rozptyleném dennim svétle a K porovnani intenzit pouzivame oko. Proto fikame, ze kolorimetrie je
vizualni metoda, je to metoda subjektivni.

Zékladem méfeni je Lambert-Beeriv zdkon, z kterého vyplyva, Ze pfi stejné intenzité zbarveni
méfeného vzorku a standardu jsou stejné jejich absorbance A. Musi tedy platit, Ze soucin koncentrace
a sily vrstvy standardu a je roven soucinu koncentrace a sily vrstvy méireného vzorku.

lci. i = co.lp | indexy 1 jsou pro méfeny roztok,
indexy 2 jsou pro standard

pak neznamou koncentraci €1 roztoku vypocitame ze vtahu

C. b kde I1 a I, jsou znamé délky (tloustky) roztokd,
L= — C2 je koncentrace standardu.
1

Pro vlastni stanoveni pouzivame metody:
a)_porovndvaci — porovnavame intenzitu zbarveni méfeného roztoku s barevnou $kalou standarda

(Obr. ¢. 2.4.)

N - - - - - - N i S x

. |
1

' . . ' ' ' : I - V}%ka SIoupce
T B} - - i} i - v
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Skala standardu méfeny vzorek
T pohled z boku pohled shora l

000000000 O

Obr. ¢. 2.4. barevna $kéla pro kolorimetrické stanoveni

Pouzivané zkumavky i vysky sloupcti vS§ech roztoku musi byt stejné. Zkoumany roztok porovnavame
pozorovanim shora S barevnou intenzitou standardii. Koncentrace zkoumaného roztoku je rovna
koncentraci standardu, se kterym se roztok barevné€ shoduje. Napf. pro vyse uvedeny pfipad je
koncentrace vzorku shodna s koncentraci standardu €. 5

b) zifed’ovaci — principem této metody je zfedovani standardu nebo méfeného roztoku az je barva
roztoku pii pohledu shora stejnad. Roztok intenzivngj$iho zbarveni zfed’'ujeme rozpoustédlem (napf.
vodou) tak dlouho, az se barevné intenzity vyrovnaji (pii pohledu shora). Podle L. — B. zakona musi
platit, Ze pro stejné intenzivné zbarvené roztoky jsou absorbance stejné. Tudiz ¢i1. 1 = ¢z. I, odkud

v

vypocitame koncentraci méfeného roztoku, nebot’ 1; a I, zmétime a koncentraci standardu zname.
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C) vyrovandvaci — u této metody se méni sila vrstvy (vyska sloupce) barevnych roztoki tak, az oba
roztoky maji pii pohledu shora stejnou intenzitu zbarveni (viz Obr. ¢. 2.5.). Zménu vysky sloupce lze
docilit bud’ upousténim (snizovanim hladiny, vysky roztoku) nebo pfidavanim (zvySovanim hladiny,
vysky) jednoho z roztokli nebo ponofovanim sklenénych valeckt do kapaliny. Znovu plati L. — B.
zakon.

___________ I2

\l/ Iy ci.li = c.
C1 C2

‘ ‘ <«— pohled shora

Obr. ¢. 2.5. Tlustrativni nékres pro vyrovnavaci kolorimetrii

Nevyhodou kolorimetrie je mald piesnost (prace s polychromatickym svétlem, detekce okem je malo
citliva a subjektivni). Ma proto malé pouziti.
Pfistroje pro kolorimetrickd méfeni se nazyvaji kolorimetry (napt. k. Duboscqiv)

Princip fotometrie

Fotometrie je absorpéni metoda, ktera pracuje s monochromatickym zafenim z oblasti viditelného
svétla. Monochromatorem je filtr. K detekci intenzity zafeni pouzivame bud’ oko (vizudlni fotometrie —
subjektivni metoda, méné ptesna) nebo fotoclanek (objektivni fotometrie, piesnéjsi). Metoda vyuziva
opét L. — B. zakona. Pfi konstantni vinové délce Amax, neménné tloust’ce kyvety | a stejné hodnoté € je
A~c

Fotometricky se stanovi barevné roztoky, tj roztoky barevnych latek (napt. CuSO4, KMnOs, K2Cr207
apod). nebo latek bezbarvych ¢i témé&F bezbarvych (napi. Fe**), které se vhodnym ¢&inidlem (napi.
NH4SCN nebo kys. salicylovou) pievedou na latku barevnou. Takto lze stanovit anorganické (napf.
PO4*) iorganické latky, pH apod. V lékaistvi se fotometricky stanovi kyselin salicylova v Krvi
a vV moci, dale cukry v krvi, vitaminy, hormony a dalsi latky.

Piistroje pro fotometricka stanoveni se nazyvaji fotometry. Zname jich celou fadu, ktera se lisi
konstrukei a presnosti. Nejznaméjsim, dnes jiz nepouzivanym piistrojem byl Pulfrichiv fotometr.

Princip spektrofotometrie

Spektrofotometre je zalozena na stejném principu jako ostatni absorpéni metody. Od fotometrie se lisi

pouze tim, Ze monochromatické zateni vznikd prichodem svétla miizkou nebo hranolem. Intenzitu

proslého zateni detekujeme rovnéz fotoelektricky (fotonkou, fotolankem nebo fotonasobicem).

Jelikoz vinova délka pouzivaného monochromatického zafeni je mnohem piesnéjsi (rozdil od

fotometrie ¢i kolorimetrie), jsou dosahované vysledky meéfeni presné€j$i nez u ptedchazejicich

provedeni. Kromé toho spektrofotometrie mlize pracovat s vlnovymi délkami z blizké oblasti UV

zafeni. To umoziuje spektrofotometricky stanovit latky, napt. nékteré anorganické latky, dale benzen,

toluen a jiné organickeé latky, které jsou ve viditelném svétle bezbarvé.

Spektrofotometre je rozSifena metoda v klinickych laboratofich. Umoziluje stanovit velmi nizké

koncentrace roztoku v fadech 10° az 10° mol/l. Pouzivad se rovnéz k detekci aminokyselin, pfi

kapalinové chromatografii a jinde.

Ptistroje pouzivané pro méteni se déli na

a) spektrofotometry (spektrofotokolorimetry) — pracujeme pii konstantni vinové délce, zpravidla ve
viditelné oblasti spektra (napt. Spekol)

b) spektrometry — mizeme méfit absorbanci nebo transmitanci pfi riznych vinovych délkach, také
v oblasti UV zateni (UV — VIS Specord).
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Spektrofotometrickd méreni provadime tak, Ze proméfenim znamych standardnich roztoki pii Amax
zateni ziskame kalibra¢ni kiivku (zavislost A na ¢ roztoku). Koncentraci méteného vzorku zjistime
z této kivky vynesenim naméfené hodnoty absorpce.

Spektrofotometricka méteni lze provadét rovnéz formou spektrofotometrickych titraci. Pracujeme
s konst. vlnovou délkou tak, ze ke vzorku pfidavame titracni ¢inidlo (pokud mozno dostate¢né
koncentrované) a sledujeme zavislost absorbance na objemu piidaného odmérného ¢inidla. Objem
¢inidla v bodé ekvivalence Vpe (odeéteme z titracni kiivky — viz Obr. ¢ 2.6.) pouzijeme dale
K vypocétu koncentracle roztoku.

’ N

] / [
A ! A / . A A n
A A K == A ! A N
s 7
V 1
. ' 1
J1-~ 1 :
1 1 N |
A 1 N \
‘I 1 N \
1 1 N 1 \
s ! ! 1\ : \
' > ' > > >
Vb.e. Vb.e. Vb.e. Vb.e. Vé

Obr. ¢. 2.6. Typy spektrofotometrickych titra¢nich kiivek

Moderni registra¢ni spektrometry jsou plné automatizované a mohou automaticky promérovat série
vzorkl a zaroven je pfimo vyhodnocovat a tisknout.

Princip atomové absorpéni spektrofotometrie

Je to nov¢jsi smér spektralni absorpéni analyzy vyuzivajici absorpéni ¢arova spektra. Tato analyticka
metoda zaloZena na platnosti Kirchhofova zakona, podle kterého kazda ldatka absorbuje zdareni té
vinové délky, kterou sama vyzaruje. U prvku se jedna o tzv. atomovou absorpci. Atomovou absorpéni
spektrofotometrii méfime absorpci (Gbytek intenzity) zafeni (ptesné vinové délky) prochazejiciho
plamenem, ve kterém je rozpraSen analyzovany vzorek. Tento ubytek je tmérny koncentraci prvku
rozpaSovaného do plamene.a méii se fotoelektrickym pfistrojem, vétSinou spektrofotometrem
(atomovy absorpéni spektrofotometr). U atomové absorpcni spektrofotometrie vyhodnocujeme
vysledky metodou analytické (kalibra¢ni) kiivky podobné jako u emisni plamenové fotometrie.
Atomové absorp¢ni spektrofotometrie se v praxi vyuziva pii stanoveni asi 30 prvki, mj.
Na,K,Mg,Ca,Zn,Cu, Ag, Pb a dalSich a to jak v anorganickych tak i organickych materialech.
Vyhodou této metody je zejména moznost pfimého stanoveni prvkd bez ptedchozi separace.
U organickych vzorki (biologicky material) odpada nepiijemna a zdlouhava mineralizace.

Laboratorni alohy z kolorimetrie

Uloha ¢&.1. Zjisténi koncentrace roztoku modré skalice (nebo KMnOs) metodou
porovnavaci kolorimetrie (porovnavaci kolorimetrie).

Princip: porovnavame intenzitu zbarveni roztoku nezndmé koncentrace se zbarvenim roztokl téze
latky rozdilnych znamych koncentraci usporadanych do barevné skaly.

Pomiicky: 0,2 M roztok modré skalice (nebo 5.10°M roztoku KMnOy), 11 stejnych zkumavek,
stojanek na zkumavky.

Postup: Do 10 zkumavek odméfte postupné 1 — 10 ml 0,2 M roztoku modré skalice (nebo 5.10°M
roztoku KMnQg) a doplite dest. vodou na celkovy objem 10 ml. Zbyvajici zkumavku napliite pouze
destil. vodou a umistéte do fady jako prvni. Vypocitejte koncentraci roztokii v jednotlivych
zkumavkach a Srafovanim, teCkovanim nebo barevné znazornéte intenzitu zbarveni roztoki. Zjisténé
hodnoty koncentraci zapiste do tabulky
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Tabulka

zkumavka 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

V(cm?)
cu?* (MnOy)

V(cm?) H,0

¢ (mol/dm3)

sytost
zbarveni

Ukol: uréete koncentraci neznamého roztoku modré skalice (manganistanu draselného) porovnanim
zbarveni v kolorimetrické skale.

Poznamka: Podobna uloha — Kolorimetrické stanoveni amoniaku ve vodé — str. 150, Kozdikova, Holada,
Malinikova: Laboratorni technika pro 4. roc. gymnazii

Uloha ¢&.2. Zjisténi koncentrace roztoku modré skalice (nebo KMnQi) metodou
vyrovnavaci kolorimetrie (porovndvaci kolorimetrie).
Princip: Intenzita zbarveni roztoku je pii stejné koncentraci zavisla na sile barevné vrstvy. Je-li
zbarveni stejné pii ruznych koncentracich, musi platit L. — B. zakon. Zname-li vysky sloupcti obou
roztokl a koncentraci jednoho z nich, Ize z L. — B- zakona vypo¢itat koncentraci neznamého roztoku.
Pomiicky: 0,2 M roztok modré skalice (nebo 5.10°M roztoku KMnQy,), 5 stejnych zkumavek, deska
z pénového polystyrenu, (misto stojanku na zkumavky)
Postup: Pét stejnych zkumavek naplnime zkoumanymi roztoky v objemech 2, 4, 6, 8 a 10 ml a
zmétime vysky sloupcu.. Pozorujeme zbarveni pii pohledu shora proti bilému pozadi. Intenzitu
zbarveni, vysky sloupcti znovu zaznamename do tabulky (viz uloha ¢.1.).

zkumavka €. 1 2 3 4 5

V cm roztoku

Vyska sloupce v mm

Sytost zabarveni

Ukol: Urete z Lambert — Beerova zakona koncentraci neznamého roztoku (vzorku) porovnanim
intenzity sledovaného roztoku se $kalou.

Uloha &. 3.: Studium rovnovdhy p¥i reakci iontii Fe**s thiokyanatanovymi CNS

/ vyuziti metody vizualni vyrovnavaci kolorimetrie /
Uloha podle uéebnice Jan Cipera a kol.: CHEMIE pro IV. ro¢nik gymnazii (2. dil), SPN Praha, 1974
Princip : Reakce mezi ionty CNS™ a Fe3* probihaji podle reakce

Fe* + CNS <+—=2 Fe(CNS)* (1)

nebo Fe3* + 3CNS <=2 Fe(CNS); 2)

Zjisténim (vypocitanim) rovnovaznych koncentraci jednotlivych iontl lze uréit rovnovaznou
konstantu jednotlivych reakci a zjistit, kterd z uvedenych reakci je pravdépodobnéjsi. Pro vypocet
rovnovaznych koncentraci vyuzivame platnost Lambert — Beerova zakona pouzitim metody
vyrovnavaci vizualni kolorimetrie.

Poznamka: Z L. — B. zékona vyplyva, ze

ci.lh =c2.l2,

kde c jsou koncentrace roztokii /Ci...znama, C2...neznama/ a | jsou vySka sloupcli roztoki
/ I1 ...zndmého roztoku a l2...nezndmého roztoku /. P¥i méfeni se postupuje tak, ze se méni vyska
standardniho roztoku /odebiranim nebo ptidavanim/ tak dlouho, az se pii pohledu shora jevi oba
roztoky stejné intenzivné barevné.
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Pomuicky: 5 stejnych zkumavek o objemu asi 25 ml (oznacenych ¢isly 1 az 5), 0,002 M roztok
thiokyanatanu draselného KCNS, zakladni roztok dusi¢nanu zelezitého Fe(NOs)s o konc. 0,2000 M,
destilovana voda, pipety délené (1, 2, 5 ml).

Postup:

1. Priprava reakcnich smési: vyberte 5 stejnych zkumavek. Do kazdé odméite pipetou nebo injekéni
sttikackou 10,00 ml 0,002 M roztoku thiokyanatanu draselné¢ho. Potom pfidejte do vSech zkumavek po
10,00 ml roztoku dusi¢nanu Zelezitého nasledujicich koncentraci: do 1 zk. — 0,200 M, do 2. zk. —
0,0200 M, do 3. zk. — 0,01 M, do 4. zk. — 0,005 M a do 5. zk — 0,0025 M / presnd koncentrace
Jjednotlivych roztokii je zavisla na presné koncentraci zakladniho roztoku/. Roztoky dobte promichame
( protfepeme) a umistime do stojanku.

2. Stanoveni rovnovadzné koncentrace komplexu ve 2. az 5. zkumavce. Rovnovazné koncentrace
komplexniho iontu ve 2. az 5. zkumavce zjistime porovndnim intenzity zbarveni jejich roztoku
S barvou standardniho roztoku (ve zkumavce ¢. 1). Nejdiive kazdou z obou porovnavanych zkumavek
obalime bilym papirem a ménime vysku pouze standardniho roztoku pfidavanim nebo odebiranim
roztoku pomoci pipety nebo inj. stiikacky az je intenzita barvy stejna. Pfi kazdém stanoveni zméfime
vysku sloupci (11 a l2) a zapiSeme do pii pravené tabulky. Ze zjisténych hodnot vypocitame
rovnovazné koncentrace komplexniho iontu. Ve 2. az 5. zkumavce.

3. Dalsi vypocty: Dale vypoctem urime:

a) pocatecni koncentrace Cpox. ([ Jpoc.) vychozich latek - [ Fe**]poc., [CNSTpoc.,
Upozornéni: pti vypoctu je nutné mit na zieteli, ze celkovy objem ve zkumavce je po smichani
obou roztokti 20 ml, tj. 20.10° dm®. Za piedpokladu, Ze jedna slozka je ve znaéném piebytku
(v nasem piipadé Fe®"), je koncentrace druhé slozky v rovnovazném stavu nulova ([CNS7]roun.
v 1. zkumavce). Pocdtecni konc. thiokyanatanii [CNS]pes je ve vSech zkumavkdch stejna.
b) rovnovazné koncentrace slozek - [ F€**]rovn., [CNSJrovn., [FE(CNS)?*]rovn. ptip. [FE(CNS)s]rovn. ,
- pro rovnici 1) je [Fe**rovn. = [ F€¥*]poc.— [FE(CNS)?*]roun.
[CNS-] rovn. = [CNS-]pOE. — [Fe(CNS)2+]rovn

- pro rovnici 2) je [Fe*rovn. = [ F&3*]poc.— [FE(CNS)s]roun.
[CNS-] rovn. = [CNS-]pOE. — [Fe(CNS)3] rovn
C) hodnoty disociacnich konstant ( nejprve pro reakci 1. a pak pro reakci 2.

Ukoly :
a) Vsechny vypoéty uved'te do protokolu — obecny vzorec + ¢iselné udaje /fedéni roztoku, vypodéty
koncentraci roztoki, vypocty rovnovaznych konstant),
b) VSechny experimentalni a vypoéitané udaje zapiste do tabulky:

Cislo Vyska sloupce /v mm/ kgr?ggrtlfrcg(l;e Rovnovazné koncentrace K
pokusu Zk“gfv"a Zkl?nifvlky [CNST | [Fe*] |[FecNs)>] [ [CNST| [Fe*] | K recnser
1
2
3
4
5

€) z hodnot rovnovaznych konstant pro obé ptedpokladané reakce vyvod'te zavér o tom, ktera z obou
uvazovanych reakci je pravdépodobngé;jsi.
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3. Jiné optické metody

Mezi jiné metody patii jeste:

1) polarimetrie — opticka metoda zaloZena na méfeni thlu otoeni polarizovaného svétla po
prichodu opticky aktivni latkou. Velikost thlu je funkci koncentrace opticky aktivni latky.
Ptistroj ur€eny k méfeni se nazyva polarimetr.

2) refraktometrie — metoda méfeni indexu lomu pomoci refraktometru. Na zakladé indexu lomu lze
zkoumané latky identifikovat, urcit jejich Cistotu, koncentraci apod. Stanoveni indexu lomu je
rychlé, presné a snadné. K naméfenym hodnotam lze v tabulkach nebo pomoci kalibra¢nich
kiivek najit pfislusné koncentrace. Refraktometrie se uplatfiuje zejména v potravinaiském
priamyslu (cukrovarnictvi, pivovarnictvi apod.)

3) nefelometrie — méfi intenzitu rozptyleného zafeni zakaleného (nehomogenniho) roztoku
v zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku; méfeni se provadi kolmo na smér vstupu zafeni.

4) turbidimetrie — méfi intenzitu zeslabeného zateni, které prochazi zakalenym roztokem ptimo,
v zavislosti na koncentraci ¢astic v roztoku.

5) interferometrie — optickd analytickd metoda, zalozend na interferenci svétla. Na rozdil od
refraktometrie se v§ak neméfi piimo index lomu, ale rozdil indexu lomu mezi dvéma prostiedimi
— prostiedim znamym, definovanym indexem lomu, a nezndmym, méfenym. Vyuziva se ohybu
a interference svétla na §térbing. Z rozdilt indexd lomu je miézno urcit analytickou koncentraci
métené latky, vzorku.

Interferometrie se pouziva k analyze plynd (napt. metanu v dilnim plynu, kysli¢niku uhlic¢itého
v produktech dychani, acetonu ve vzduchu a jiné) a velmi zfedénych roztokd (napt. kontrola
Cistoty pitné vody, k stanoveni obsahu soli v moiské vod¢ apod.).

POLARIMETRIE

Polarimetrie je optickda metoda, zalozend na meéfeni uhlu otaCeni a polarizovaného svétla po
prachodu opticky aktivni latkou. Velikost tohoto thlu je pfimo iimérna koncentraci ¢ opticky aktivni
latky a délce kyvety |. Veli¢ina [a]?% charakterizuje danou opticky aktivni latku. Jsou-li | a [a]?%
veli¢iny konstantni, pak a ~ ¢ ¢ili a je pouze funkci koncentrace C.

Obecné a~c.l.[a]®
Odtud
100 . o 100 . o
[a]®% = ——— a c= ——— (v gramech na 100 ml roztoku)
l.c I [o]®
kde a...thel otofeni polarizovaného svétla zméteny polarimetrem; + ..latka pravotociva, — ..latka
levotociva), |...délka kyvety vdm,  c...koncentrace roztoku v gramech na 100 ml roztoku,

[a]®y .... specificka rotace (opticka otacivost) dané latky pii 20°C a vinové délce Zluté sodikové gary
589,3 nm ; [a]®, jednotlivych opt. akt. latek je mozné najit v tabulkach.

Piistroj urCeny Kk méfeni velikosti uhlu otoceni se nazyva polarimetr. Jeho schéma je uvedeno na
Obr. ¢. 3.1. Pouziva se nejCastéji v cukrovaru k rychlému orienta¢nimu zji§t'ovani napt. koncentrace
sacharosy v cukrové fepé. Uhlova stupnice na analyzatoru je nahrazena piimo méfitkem pro
koncentraci. Takto upraveny polarimetr se nazyva sacharimetr.

Schéma polarimetru:

I N

Kyveta |
Z P A K Obr. ¢. 3.1 Schéma polarimetru
Z...... svételny zdroj (nepolarizované svétlo), pouziva se sodikova vybojka, ktera davd monochromatické

svétlo s vinovou délkou A = 589,25 nm odpovidajici D ¢afe sodikového spektra,
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P...... polarizator, prevadi svétlo nepolarizované na polarizované), pouziva se nejcastéji Nicoliv hranol (nikol),
je uchycen pevné, neotadi se,
...analyzator, pfi otdceni ,,hleda* pootocenou rovinu polarizovaného svétla, pouziva se opét Nicoltv hranol
(nikol), ktery je uchycen volné, otaci se kolem vodorovné osy,
...déleny kruh v thlovych stupnich, méfi uhel otoceni roviny.

Laboratorni alohy z polarimetre a refraktometrie

Ukol &. 1. Mé¥eni na polarimetru (schéma viz nize)

a) Nejdiive se seznamime se stavbou a funkci polarimetru (zorné pole — zkiiZzené a nezkiizené
nikoly, odecitani na stupnici — hlavni stupnice a nonius, plnéni kyvety).

b) Meéfeni thlu otoceni naplnéné kyvety roztokem glukosy nebo fruktosy o koncentraci cca 10%
a vypocet
o specifické rotace (vysledek porovname s tabulkovou hodnotou),
e piesné koncentrace pouzitého roztoku (specifickou rotaci odecteme z tabulek).

Ukol &. 2. Ovéiteni inverze sacharozy

a) Pripravime 100 g roztoku sacharosy o hmotnostni koncentraci p = 10% a pfepocitame pomoci
hustoty (p = 1,038 g/cm®) na koncentraci ¢ (g/100 ml roztoku). Naplnime kyvetu (2 dm)
a polarimetrem zmétime uhel ai. Vypoé&itame specifickou rotaci [a1]?%. - ozna¢ime smér rotace !!!

b) Roztok sacharosy (50 ml) okyselime kyselinou chlorovodikovou (5 ml 10 % HCI), pfikryjeme
hodinovym sklem a zahfivame 10 az 15 minut k varu. Poté roztok ochladime na okolni teplotu,
polarimetrem zmé&iime (hel otodeni a, a vypoditame specifickou rotaci [a2]*%, - nezapometite urdit
znaménko sméru otaceni!!!

c) Porovnejte naméfené a vypocitané hodnoty a objasnéte pojem ,,inverze sacharosy*.

Ukol &. 3. Zjistovini koncentrace sacharosy pomoci refraktometru. /iloha 7 refraktometrie/
Princip: refraktometrie — metoda méfeni indexu lomu pomoci refraktometru. Velikost indexu lomu je
zavisla na koncentraci méfeného roztoku. Z naméfenych hodnot indexu lomu lze sestavit kalibra¢ni
kiivku a z ni pak odecist ptislusnou koncentraci meéfeného roztoku..
Poznamka: Nekteré refraktometry jsou pfimo cejchovany pro danou latku, proto lze koncentraci pfimo odecist na
stupnici pfistroje.
Pomiicky: 20 %ni roztok sacharosy /zakladni roztok/, zkumavky, pipetky, refraktometr (sacharimetr)
Postup: Ze zéakladniho roztoku pfipravime zfedénim zakladniho roztoku destilovanou vodou dalsi
roztoky vpomérul :1,1:2, 1:4,2:3,3:4(20 %niroztok : ml H,O) — pracujte co nejpresn&ji !!!
Vzniklé roztoky naneseme pipetkou na hranol refraktometru a opatrné ptiklopime druhym hranolem
(uzavieme). Po zapnuti spodniho osvétleni vyrovname rozhrani ve svételném poli do stiedu nitkového
kiize (obr. 3.2.) Na stupnici refraktometru (sacharometru) odecteme pfislusSnou koncentraci
a porovname s teoreticky vypoctenou hodnotou, odpovidajici danému ziedéni.

nitkovy kiiz

]
! rozhrani

/ Obr. ¢. 3.2. rozhrani svétlého a tmavého pole

Namétené hodnoty zapiseme do tabulky:
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Fedeéni Zadné 1.1 1.2 1.4 2.3 3.4

konc.
teoreticka

konc.
namérend

7.

Ukoly: 1. Do protokolu uved'te ¢iselné vypocty koncentraci jednotlivych roztokti
2. Zhodnot'te rozdil vypocitanych a namétenych hodnot

C. Jiné instrumentalni metody
1. Hmotnostni spektrometrie
patii mezi moderni fyzikdlni instrumentalni metody pouZzivané v chemické analyze. Podstatou
hmotnostni spektrometrie je separace molekulovych iontli a fragmentti analyzované latky, které
vznikly ionizaci molekul nevratnym odstépenim valencnich elektronti, v magnetickém poli. Pro
separaci je rozhodujici veli¢inou tzv. efektivni hmotnost ionizované Castice ( m/ze); m je hmotnost
iontu, z — jeho nabojové Cislo a e — elementarni naboj). Analyzovany vzorek (plynny) tcinkem
iontového zdroje se §tépi na molekulové ionty a fragmenty. Napi methan mtize poskytnout tyto Castice
CHs; —» H', Hy", C*, CH", CH,", CHs", CH4"
V elektrickém poli vytvoii vzniklé ¢astice (ionty) proud, ktery je ve formé tenkého svazku veden do
homogenniho magnetického pole. V ném se jednotlivé castice rozlisi podle svych efektivnich
hmotnosti — dochézi k zakiiveni jejich drah. Castice stejnych efektivnich hmotnosti vychazejici
z magnetického pole dopadaji na stejné misto detektoru a vytvari soustavu Car zv. hmotnostni
spektrum (viz obr. 1, 2)

CH4*
relativniT CHs*
intenzita
CH,*
CH*
H* Hy* ct 18 CH,*
||::|::::|:||| |
5 10 15 — » mlze
Obr.1 Hmotnostni spektrum methanu
Sy — O — 0 o

Adeehylen

Obr.2  NMR spektrum ethanolu
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V praxi se vyuzivaji ptevazné kladné Castice — ionty. Pfistroj pro hmotnostni spektrometrii se nazyva
hmotnostni spektrometr.
V soucasnosti ma hmotnostni spektrometrie zna¢ny vyznam. Rozbor hmotnostnich spekter umoznuje
zjiStovat kvalitativni i kvantitativni slozeni sloucenin. Kvalitativn¢ je mozno identifikovat vSechny
prvky. Hmotnostni spektrometrie se vyuziva také ve strukturni analyze, ke stanoveni molekulové
hmotnosti a k identifikaci chemickych individui. Obsahuje-li néktery prvek molekulového iontu
izotopy, objevi se v hmotnostnim spektru Cary v intenzitich odpovidajicich jejich pfirozenému
koncentra¢nimu zastoupeni. Z hmotnostniho spektra ziskdme informace o funk¢nich skupinach
obsazenych v molekule analyzované latky.
Dalsi uplatnéni ma hmotnostni spektrometrie ve stopové analyze plynnych smési anorganického
i organického charakteru. K t€émto G¢elim postacuje vétsinou velmi malé mnozstvi slouceniny, napf.
fadu 10 pg. Rizné metody hmotnostni spektrometrie slouzi k identifikaci a detekci stopovych necistot
(<10° %), napt. stopovych prvkl v polovodi&ich, v ¢istych materidlech pro jadernou fyziku, ve velmi
¢istych kovech apod.
Shrnuti:
Hmotnostni spektrometrie (MS)
e Fyzikalné chemicka metoda ur€ovani hmotnosti atomil, molekul a molekulovych fragmentd po
jejich prevedeni na ionty.
e Metoda ma vybornou vypovidaci schopnost o struktute analyzovanych latek.
zjiSténi jejich struktury.
e Hmotnostni spektrometrie umoziiuje uréit izotopovy pomér prvku ve vzorku (Y*C/*2C, 2H/*H,
180/160}70/1601 15N/14N, 348/328, 338/328).
e Hmotnostni spektrometry nizkého i vysokého rozliSeni lze provozovat v béznych podminkach
analytickych laboratofi.
e Dostupnost modernich iontovych zdroji rozsifuje aplikaéni oblast hmotnostni spektrometrie na
vysokomolekuldrni neté¢kavé latky (biochemicky, klinicky vyzkum).

2. Prehled nékterych dalSich metod

Mezi dal$i metody instrumentalni analyzy patii (uvedeno jen prehledné):

- spektralni analyza v oblasti rentgenovych spekter,

- infraCervena a Ramanova spektroskopie,

- luminiscencni analyza,

- interferometre,

- magnetometre,

- radiometricka analyza

Podrobny rozbor jednotlivych metod i v oblasti zdkladnich pojmt a principl prekracuje ramec této
publikace.
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