CVICENI Z ANALYTICKE CHEMIE
ACH/ACC

UV-VIS SPEKTROFOTOMETRIE

Molekulova absorpcni spektralni analyza je jednou z nejvice propracovanych analytickych metod a
uplatfiuje se v mnoha oblastech, jako jsou analyza IéCiv, kontrola sloZek Zivotniho prostfedi, klinicka
analyza nebo kontrola kvality technickych vyrobku.

Zakladem této metody je absorpce zafivé energie molekulami nebo ionty v roztoku. Absorpci
ultrafialového (UV) a viditelného (VIS) zafeni (200 aZz 740 nm) se excituje elektronovy systém atomu
nebo molekuly. Tato oblast zafeni se proto nazyva i oblasti elektronovych spekter. Molekuly se
z excitovaného stavu dostavaji do zakladniho stavu deaktivaci — ta mlize byt zafiva, spojena s emisi
sekundarniho zareni (vyuziti napf. ve fluorescen¢ni analyze), nebo nezafiva (srazkami molekul s jinymi
Céasticemi, napf. rozpoustédla, nebo vnitromolekulovym mechanismem — zvySovanim vibraéni a rotaéni
energie).

V dusledku velkého poctu vibraénich a rota¢nich hladin ¢astic chemické soustavy, je velky pocet
povolenych frekvenci UV-VIS zéafeni, které mohou &astice absorbovat, a proto neni mozné rozlisit
jednotlivé blizké pfechody (absorpéni ¢ary). Molekulova absorpéni spektra jsou proto pasova. Vinové
délky maxim absorpcnich pasu odpovidaji nejpravdépodobnéjsim pfechodum.

Instrumentace
Zafizeni na spektrofotometrické méfeni v UV a VIS oblasti maji tyto hlavni &asti (Obr. 1):

e Zdroj svétla — zpravidla spojitého zafeni v sledované oblasti vinovych délek; deuteriova vybojka
pro UV oblast, wolframova nebo halogenova Zarovka pro viditelnou oblast

e Monochromator — skladéa se z disperzniho zafizeni (hranol, mfiZka), vstupni a vystupni $térbiny,
a pomocnych ¢asti (Cocky, kolimator)

o Kyvety na vzorek — sklenéné pro oblast zafeni 350-2500 nm, kfiemenné pro oblast 200-4000
nm

e Detektor (napf fotoelektricky) s digitalnim zaznamovym zafizenim, maze byt propojen s PC
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Obr. 1 Schéma jednoduchého spektrofotometru

Stranka1z 4



Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza je zaloZzena na platnosti Lambert-Beerova zakona, podle néhoz je hodnota
absorbance A pfi uréité vinové délce pfimo umérna molarni koncentraci ¢ [mol I-']:

A=e-c-d
kde € = molarni absorp¢ni koeficient [| mol' cm -'] a d = tloustka absorbujici vrstvy [cm]

Pfi kvantitativni analyze se obvykle méfi pfi vinové délce absorpéniho maxima, kde je méfena
absorbance nejvysSi. Vyhodnocovani vysledkld se provadi metodou kalibraéni kfivky, proméfenim
absorbanci srovnavacich roztokd o znamé koncentraci nebo metodou standardnich pfidavka.

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze kalibra¢ni zavislost bude mit linearni prabéh, avsak platnost
zakona je omezena fadou odchylek zplsobenych napf. zménou chemické rovnovahy v roztoku
v dlisledku ménici se koncentrace nebo nedostate¢nou monochromati¢nosti zareni.

Karotenoidy

Karotenoidy jsou vyznamnymi a nejrozsifenéjSimi lipofilnimi barvivy mnoha riznych druhd ovoce a
zeleniny. VétSina karotenoidnich latek se fadi mezi terpenoidy. Za svoji barevnost vdéci fetézci
konjugovanych dvojnych vazeb. Karotenoidy reaguji s volnymi radikaly, a proto plsobi jako antioxidanty.
Hlavnim zastupcem této skupiny latek je B-karoten (Obr. 2). B-karoten je nejvyznamnéjSim provitaminem
A. Je prevladajicim pigmentem v mrkvi, merunikach, mangu, ale také v listové zeleniné, kde je jeho
pfitomnost maskovana chlorofylovymi barvivy. Siroce vyuZivanou technikou pro stanoveni obsahu
B-karotenu v potravinach je UV-VIS spektrofotometrie.

Obr. 2 Struktura B-karotenu

UKOL: SPEKTROFOTOMETRICKY STANOVIT OBSAH B-KAROTENU V MRKVI

Pristroje a pomucky:

UV-VIS spektrofotometr, spektrofotometrické kyvety (1 cm), 10 odmérnych banék (10 ml), pipety, délici
nalevka (500 ml), filtraCni nalevka, kadinky, odmérna barika (50 ml)

Chemikalie:

dichroman draselny p.a., ethanolovy roztok NaOH, kyselina chlorovodikova (1:1), n-heptan p.a.,
bezvody siran sodny p.a.

Princip:

B-karoten se po uvolnéni ethanolovym roztokem hydroxidu a po extrakci do organické faze stanovi
spektrofotometricky pfi vinové délce 450 nm. Obsah B-karotenu v mrkvi se ur&i metodou kalibraéni kfivky
proméfenim absorbanci standardnich roztok( dichromanu draselného.

Pracovni postupy:

Priprava ethanolového roztoku hydroxidu draselného: 10 g NaOH rozpustime v 20 ml vody,
doplnime na 100 ml 96% ethanolem a promichame. Roztok pfipravujeme vzdy Cerstvy.
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Priprava standardniho roztoku dichromanu draselného: 1,25 g dichromanu draselného, pfedem
vysuseného pfi 105 °C (2 hodiny), pfevedeme do 1000 ml odmérné banky a rozpustime v destilované
vodé. Pfidame asi 5 ml koncentrované kyseliny sirové, doplnime vodou po rysku a promichame. 1 ml
tohoto roztoku odpovida 0,0080 mg B-karotenu.

Priprava kalibra¢nich roztoku

Do 10 odmérnych banék o objemu 10 ml diferencované odpipetujeme uréené mnozstvi standardniho
roztoku dichromanu draselného, doplnime vodou po rysku a promichame. Pfi navazce 1 g vzorku
odpovidaji tyto roztoky koncentracim uvedenym v tabulce:

Dichroman draselny [ml] 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Koncentrace B -karotenu 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
[ma/kg]

Zpracovani vzorku

Do kadinky odvazime 1 g nastrouhané mrkve a pfidame 20 ml ethanolového roztoku NaOH. Po
promichani ty€inkou kadinku se smési nechame 10 minut stat. Poté pfidame 20 ml HCI (1:1) a opét
promichdme. Obsah kadinky kvantitativné pfevedeme na filtr a promyvame acetonem tak dlouho, az je
nerozpustna ¢ast zcela bezbarva. Filtrat kvantitativné pfevedeme do délici nalevky (500 ml), pfidame
40 ml heptanu a doplnime do % objemu vodou. Krouzenim (netfepat) obsah promichame. Po
né&kolikaminutovém stani vodnou fazi az na maly zbytek vypustime. Do dé&lici nalevky pfilijeme 20 ml
ethanolového roztoku NaOH (rozhrani obou vrstev se vyCefi) a délici nalevku dopinime opét na %
objemu vodou. Krouzenim obsah promichame a po usazeni vodnou fazi opét odpustime. Cely postup
opakujeme jesté 2-3x, az je vodné ethanolova faze bezbarva. Heptanovy extrakt, pfesuSeny bezvodym
siranem sodnym, pfevedeme do 50 ml odmérné barky a dopIinime heptanem po rysku.

Spektrofotometrické méreni

Kalibra¢ni fadu standardnich roztok( dichromanu draselného proméfime na spektrofotometru pfi vinové
délce 450 nm proti destilované vodé. Pfi stejné vinové délce rovnéz proméfime vzorek proti Cistému
heptanu. Obsah B-karotenu v mg/kg mrkve pfimo odecteme z kalibraéni kfivky.

OTAZKY:

Co je to UV-VIS spektrofotometrie a jaké je jeji vyuziti?

Jaky je princip této metody?

Vysvétlete pasovy charakter molekulovych spekter.

V jaké oblasti vinovych délek méfime UV a VIS zareni?

Napiste Lambert-Beerdv zakon a popiste jednotlivé veli€iny.

Definujte veli€iny absorbance a transmitance.

Jaké mohou byt pfi€iny odchylek od Lambert-Beerova zakona?

Cemu vdési B-karoten za svou barevnost a kde v§ude ho miZeme nalézt?
Jakou funkci plni monochromator a jaké druhy monochromatort zname?
0. Jakou chemikalii pouzijeme pro konstrukci kalibracni zavislosti na stanoveni B-karotenu a pro¢
je mozné ji pouzit?
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