Predndaska #12

Fotometrie,

absorbance,
Lambertlv-Beertv zakon,
fotometrickeé titrace



Optické metody analyzy
Vyuzivaji k analyze jevy souvisejici s interakci elektromagnetického zareni s analytem.

Rozdéleni optickych metod:

» nespektrometrické — vyuziva jevy, pfi kterych k vyméné energie mezi zafenim a vzorkem
nedochazi — napt. staeni roviny polarizovaného svétla (polarimetrie), index lomu
(refraktometrie), interference zareni (interferometrie), rozptyl zareni (nefelometrie, turbidimetrie)

» spektrometrické — jsou zaloZeny na jevech, pti kterych dochazi k vyméné energie mezi zarenim a
analytem - mérena velicina je zavisla na vinové délce zareni

* emisni — sleduje se zareni vzorkem vysilané (emitované)
* absorpcni — méri se Ubytek zareni vzorkem pohlceného (absorbovaného)

Spektrofotometrie — spektrometrie, ktera pouziva svétlo, tj. viditelné elektromagnetické zareni.

Obecné lze ve spektrometrii vyuzivat rlizné typy zareni:

3 10 1 107 107 10°® 10”* 100 107 107 10°° 10 10°1010°M 1071 1078
'_._. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L
- radio IR rentgenove zarem
‘ ’ “‘
vV
mikroviny A s uv . A Y zauem
—_—

] L] 1 L] L] L] i I ] 1 | L] 1

1
16 1P 10" 10t 10" p0™ 1010 10 107 10% 107 10%° 10%

e 700 600 500 400



Parametry charakterizujici elektromagnetické zareni

v — kmitocet (frekvence) [s1] = pocet kmitl za jednotku ¢asu

T — perioda [s] = doba jednoho kmitu
T=1/v

A —vilnova délka [m] = vzdalenost, kterou zareni prekona za dobu jednoho kmitu
A=cT=c/v

V —vinocet [m™] = pocet vin na jednotce délky
v=1/A=v/c

E — energie [J, eV]
E=h.v

h - Planckova konstanta, h = 6,62607015.103% J.s = 4,135667697.10 1> eV.s

c — rychlost svétla, ve vakuu ¢ = 299792458 m.s™!

VInova délka a vinocet jsou zavislé na rychlosti svétla - zavisi na prostredi.
Napr. ve vodeé je rychlost svétla cca 0,75c, ve vzduchu cca 0,9997c



Absorpce svétla

- svételné kvantum (foton) je absorbovano elektronem

- elektron mUze mit v atomu pouze urcité hodnoty energie

- je moZna jen absorpce svétla o takové energii (frekvenci, vinové délce, ...), ktera
odpovida prechodu elektronu mezi dvéma energetickymi hladinami
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Absorpce svétla

absorbujici

prostredi

svételny I0
paprsek

Transmitance (propustnost)

T =12
IO

Absorbance (extinkce)

A=—logT = logjJz

dl =—a.N.I.dx
#=—a.N.dx
I,dl b
IOT——O(.N.fO dx
Inl;, —Inly =—a.N.(b —0)
Inl, —Inl; = a.N.(b —0)
I
lnI—0 = a.N.b
In10.log 2 = a.k.c.b
I o.k
logiZ = lnlO.c.b
I
logl—" = e.c.b
A= ¢€.c.b



Lambert—Beeruv zakon

A= ¢c.c.b

A —absorbance

€ —molarni dekadicky absorpcni koeficient
¢ — koncentrace absorbujici latky

b — opticka délka absorbujici vrstvy

Pierre Bouguer Johann Heinrich Lambert

Born 16 February 1698 # Johann Heinrich Lambert (1728-1777)
Died 15 August 1758 # (aged 60) Born 26 or 28 August 1728
Paris # Republic of Mulhouse, Swiss
Occupation Mathematician, physicist, Confederation (currently Alsace,
astronomer # France)

Died 25 September 1777 (aged 49)
Berlin, Prussia

Nationality Swiss

August Beer

From Wikipedia, the free encyclopedia

August Beer (German: [be'g]; 31 July 1825 — 18 November 1863) was a German
physicist, chemist, and mathematician of Jewish descent 1]



Schéma spektrofotometru (jednopaprskové usporadani)

Detektor svétla

&

Zdroj svétla

Zdroj svétla — zarovka (1879), vybojka, LED, LASER, Slunce, svicka, ...

Monochromator — hranol, mtizka, filtr
Detektor — fotodioda, fototranzistor, fotonasobic, ...



Absorpcni spektrum

A [nm]

Analyty vhodné pro spektrofotometrické stanoveni:

- latky, které jsou v roztoku barevné (absorbuji v rozmezi A 380-760 nm)
— organicka barviva (mt-elektrony, konjugace dvojnych vazeb)
— barevné komplexy (koordinac¢né-kovalentni vazba)

- latky, které lze chemickou reakci prevést na stabilni barevny produkt



Pfima spektrofotometrie

- obvykle se pracuje metodou kalibracni krivky
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Neprima spektrofotometrie

- méreni absorbance slouzi pouze jako signdl o probihajicim procesu.

NejrozSirenéjsi vyuziti - fotometrické titrace. Kromé srazecich titraci Ize pouzit pro
jakoukoliv titraci, kterou lze sledovat vizualné (barevny analyt, produkt nebo indikator).

TitraCni krivka — zavislost A na spotrebé titracniho cCinidla.
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Provedeni fotometrické titrace
- spektrofotometr s pratocnou kyvetou
- fototroda (ponorna fotometricka sonda)

6 Connection

7 Control knob

1 Photodiode
5 Detector

2 Light guide

3 Sample liquid

4 Concave mirrt




Isosbesticky bod

Vyskytuje se ve spektru latek, které maiji vice moznych barevnych forem.
Napr. acidobazické indikatory v zavislosti na pH.

Vyuziti — mérenim absorbance v isosbestickém bodé lze stanovit celkovou koncentraci barviva
bez ohledu na pomér jednotlivych barevnych forem.
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