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Spektrofotometrie je v souCasnosti nejvice vyuzivanou laboratorni technikou v klinické
biochemii, je metodou prvni volby pii analyze litek, které jsou samy barevné nebo mohou
reagovat za tvorby barevného produktu. Pokud se latky nachazeji ve vySetfovaném
materidlu v men$im mnozstvi, nez bychom dokézali spektrofotometricky stanovit, nebo ve
smési se strukturné podobnymi latkami, které by vzajemné analyticky interferovaly, voli se
jiné, napt. imunochemické ¢i chromatografické techniky. Avsak i tyto citlivéj$i metody jsou
Casto na spektrofotometrii zavislé — mohou ji vyuzivat jako nasledny detekcni systém.

Zakladni pojmy ve spektrofotometrii

Absorbance (A) - udava mnoistvi svétla pohlceného mérenym roztokem

Absorpce svétla - pohlceni a zeslabeni zafeni pfi prichodu mérenym roztokem

Absorpcni spektrum - zavislost absorbance na vinové délce A : A=f (M)

Atest - znama hodnota standardu, stanovena nezavislou metodikou

Blank (slepy vzorek) - roztok obsahujici vSechny slozky kromé analyzovaného vzorku (reagencni

blank) nebo jen vzorek bez reagencii (vzorkovy blank)

Chromofor - skupina (seskupeni atomi) v molekule, ktera zplsobuje absorpci v UV-VIS oblasti

Kalibracni kfivka - zavislost absorbance na koncentraci A =f (c)

Standard - vzorek analytu o zndmé koncentraci dané atestem

Transmitance (T) - propustnost - pomér intenzity zareni proslého a vstupujiciho

UV-VIS - ultrafialova a viditelna ¢ast elektromagnetického spektra



Vidime-li 2 roztoky stejné latky o rtizné intenzité zbarveni, automaticky predpokladame, ze
tmavsi roztok je vice koncentrovany. Tento piedpoklad je vlastné podstatou
spektrofotometrie. Pokud vime, kolik svétla roztoky prochazi, miZeme zjistit, jakou maji
koncentraci. Mnozstvi prochdzejiciho svétla mlzeme analyzovat spektrofotometrem na
principu molekulové absorp¢ni spektrofotometrie.

Molekulova absorpc¢ni spektrofotometrie v UV/VIS

Molekulova absorpéni spektrofotometrie v UV oblasti méti absorpci svétla od 200 do 380 nm
(bezbarvé latky) a ve viditelné oblasti (lidskym okem) od 380 nm do 800 nm (barevné latky).

Co je to barva?

Vime, Ze svétlo je elektromagnetické zafeni (vinéni) charakterizované vinovou délkou (kolik
nm za jeden kmit urazi) a frekvenci (kolikrat za sekundu vinéni kmitne). Pravé frekvence
svétla urcuje barvu - odlisnou frekvenci vnimame jako odliSnou barvu: jestliZze vlna vibruje
rychleji, svétlo je modtejsi (380-500 nm), vibruje-li pomaleji, svétlo je Cervené;si (okolo 650
nm). JednodusSe feceno, barva je frekvence (obr. 1). OvSem praktictéjsi je métit vinovou
délku nez frekvenci. Vlnova délka je neptimo imérna frekvenci, ¢im delsi je vinova délka,
tim niZsi frekvence.
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Obr 1: Elektromagneticke vineni a viditelné spektrum.
Jaky je vztah energie k vinové délce pri absorpci svétla?

Molekuly méni svoji energii o hodnotu energie dopadajiciho fotonu - dochézi k pfechodu
valencnich elektroni na vyssi energetickou hladinu. (viz obr. 2)
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Obr 2: Energetické hladiny molekuly. Absorpci energie fotonu vhodné vinové délky
dochazi k prechodu valencnich elektronii ze zakladniho (E;) do excitovaného stavu (E,).



Ma-1i molekula ptejit ze stavu s nizsi energii do stavu s vyssi energii, musi absorbovat energii
fotonu (o vinové délce A a frekvenci V), kterd odpovida rozdilu energii mezi energetickymi
hladinami Ea Ey:

AE=E,—E;=h - ¥ (1)
E, = energie excitované hladiny, E; = energie zakladni hladiny (eV)
h = Planckova konstanta (6,626 -10>* I s)
¥ = frekvence (Hz)
VInova délka absorbovaného svétla je nepfimo timérna jeho frekvenci: A=c¢/V 2)
¢ =rychlost svétla (3-10° m/s)
A = vlnova délka (nm)
v = frekvence (Hz)

Ze zavislosti (1) a (2) vyplyva, ze vztah energie k vinové délce absorbovaného svétla je
inverzni - ¢im Krat$i vinovou délku molekula absorbuje, tim vyssi energii pro pirechod
elektronu ziska.

A =400 nm / E= 300 kiJ/mol A =800nm / E=156 kl/mol

Obr. 3: VIS spektrum: Fotony o krat$ich vinovych délkach (modré svétlo) maji vyssi energii nez
fotony o delsich vinovych délkach (Cervené svétlo) (Upraveno dle:
hitps.//cs.wikipedia.org/wiki/Elektromagnetick%C3%A9 _spektrum#/media/File:Spectre.svg)

Nejvyznamnéjsi pirechody valencnich elektronii jsou:

e 7 —x* (z m vazebnych orbitalli do ¥ antivazebnych orbitald) — slouceniny s dvojnymi
a trojnymi vazbami

e n — ¥ (z n nevazebnych do w* antivazebnych orbitall) v molekule je kromé dvojné
vazby pfitomen také atom s volnym elektronovym parem

ry T ¥ (antivazebné orbitaly— prézdné)

n (orbitaly s nevazebnymi pary elektron)

n (orbitaly s vazebnymi pary elektron(i)

energie

Obr. 4: Prechody valenc¢nich elektrond: Podminkou, aby sledovana latka absorbovala v ultrafialové
nebo viditelné oblasti zafeni, je pfitomnost vazebnych m elektroni ve vazebnych molekulovych
orbitalech a/nebo neparovych elektronti v nevazebnych molekulovych orbitalech. (Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html)




Skupiny v molekule, které umoznuji absorpci, nazyvame chromofory. Jsou to strukturni
prvky nebo funk¢ni skupiny, obsahujici nasobné (hlavné dvojné) vazby.

Na chromofor se mohou navazat substituenty nebo skupiny atomu s volnym elektronovym
parem — tzv. auxochromy, které v konjugaci m-elektronovym chromoforem zvysuji jeho
barevnost — posunuji absorpci k del§im vinovym délkam.

Cim vys§i je konjugace dvojnych vazeb, vazeb, tim niZsi energie je poreba k prechodu do
antivazebného orbitalu a tim vysS$i vinova délka se absorbuje (viz obr. 5)

A CH»=CH3 CH2=CH-CH=CH3 CHy=CH-CH=CH-CH=CH3
) 177 nm 215 nm 258 nm
energie

Obr. 5: Konjugaci dvojnych vazeb se snizuje energie pofebna k prechodu elektronu. 1,3,5-hexatrien se
ttemi dvojnymi vazbami bude k ptechodu elektronii potfebovat méné energie nez 1,3-butadien se
dvéma volnymi vazbami. Obé slouceniny potiebuji mensi mnozstvi energie nez ethen s jednou
dvojnou vazbou. Tomu odpovidaji i absorbované vinové délky. Ethen maximaln¢ absorbuje pii
nejkratsi vinové délce 177 nm, 1,3-butadien pfi 217 a 1,3,5-hexatrien pifi nejdelsi vinové délce
258 nm. (Upraveno dle: http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html)

Z obrazku 5 je ziejmé, ze 3 dvojné vazby hexatrienu nedostacuji na absorpci ve viditelném
spektru. Aby byla latka barevna (absorbovala zafeni ve VIS), musi obsahovat rozsahlejsi
systémy konjugovanych dvojnych vazeb, pro které je typicka delokalizace elektrond.

Vysoce delokalizované systémy posunou maximum absorpce k vy$§im vinovym délkam
(tj. z UV do VIS). Cim je vyssi rozsah delokalizace, tim del§i vinové délky jsou absorbovany.
Napt. oranzovou barvu beta karotenu vidime diky konjugovanému systému 11 dvojnych
vazeb (viz obr. 6).
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Obr. 6: Delokalizované elektrony beta karotenu (zvyraznény Cervene) s absorpci ve VIS (470 nm)
(Upraveno dle: http:// www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html)

Dalsim ptikladem delokalizovanych elektroni mohou byt organicka barviva na bazi
trifenylmethanu s asymetrickymi substituenty. V praktickém cvieni vénovaném
kvantitativni analyze jsme pouzivali jako indikator acidobazické titrace fenolftalein, ktery je
v kyselém prostfedi bezbarvy (absorbuje v UV oblasti) a barevny pouze v alkalickém
prostiedi (absorbuje 553 nm). Zména pH ma vliv na zménu konjugovaného chromoformiho
systému fenolftaleinu. Barevna forma v alkalickém prostiedi vznika diky vy$§imu stupni



delokalizace elektronii, ktery posune absorpci k vy$Sim vilnovym délkam (viz obr. 7).
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Obr. 7: Fenolftalein v kyselém a zasaditém prostiedi. V kyselém prostiedi brani uhlikovy atom se 4
jednoduchymi vazbami interakci 3 delokalizovanych systémi, v zasaditém prostedi se po odStépeni 2
protonii otevie laktamovy kruh a delokalizovany systém elektronti se rozsifi na cely systém
(zvyraznéno cervené), coz se projevi posunem absorpce do viditelné oblasti spektra. (Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html)

Fenolftalein tedy absorbuje vlnové délky zelené oblasti spektra (553 nm) a zbarvi se
doplitkkovou (komplementéarni) barvou (v jejimz spektru absorbované vinové délky chybi).
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Obr. 8: Absorpce fenolftaleinu ve VIS.(Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html)

Prithlednd latka ma barvu odpovidajici zafeni, které neabsorbuje, ale propousti (které projde
roztokem az k naSemu oku). Znamena to, ze pokud je z bilého svétla absorbovana urcita
vinova délka, nasSe oci detekuji smés vSech ostatnich vinovych délek viditelného spektra
jako komplementarni barvu. Komplementarni barvy svétla jsou takové, které po smichani
davaji bilé svétlo (to ovSem neplati u barev na maliiské palet¢ — pokud bychom smichali
zelenou a Cervenou, rozhodné nedostaneme bilou). K barevnému roztoku, jehoz koncentraci
budeme spektrofotometricky zjiStovat, volime vInovou délku vhodnou k analyze jako
komplementarni k barv¢ roztoku.

Otestovat si své vnimani komplementarnich barev mtzete na:

https://scilearn.sydney.edu.au/fychemistry/calculators/colour_wheel.shtml




Lambert-Beertv zakon

Pokud budeme spektrofotometricky métit koncentraci roztoku, budeme analyzovat, kolik
svétla roztokem prochazi. Prochazi-1i svételny paprsek roztokem, ktery ¢ast svétla absorbuje,
je intenzita paprsku vstupujiciho vysSi nez intenzita paprsku proslého.

Obr. 9: Transmitance (Dle Heesung Shim):
https://chem.libretexts.org/Core/Physical and Theoretical Chemistry/Kinetics/Reaction Rates/Experimental D
etermination_of Kinetcs/Spectrophotometry)

Zajima nas pomér obou veli¢in (pomér vstupniho svétla Iy k propusténému I,).
Tento pomér udava transmitance T (propustnost): T=1; /1y
Mame-li tedy 2 roztoky latky o riizné koncentraci, potom plati, Ze

L >1Li>1,

Cim vyssi bude koncentrace roztoku, tim vétsi $anci mé prochazejici foton, ze bude
absorbovan. Pravdépodobnost jeho absorpce bude rist s koncentraci.

Mame-li 2 roztoky téze latky stejné barvy a stejné intenzity zbarveni, a jeden umistime do
delsi kyvety nez druhy, budou se lisit pouze v draze, kterou musi foton roztokem projit.
Pokud svitime svétlem stejné intenzity na obé kyvety, delsi kyvetou svétlo prochazi déle nez
v uzsi, potom plati, ze

Ip >L>1;

Cim déle bude foton prochazet, tim vétsi ma Sanci, ze bude absorbovan. V §irsi kyveté bude
jeho draha i absorpce vyssi. Pravdépodobnost jeho absorpce bude rist s délkou drahy.

Absorpce fotonu tedy roste s rostouci koncentraci i délkou drahy.



Transmitance barevného roztoku pro urc¢itou vinovou délku zavisi na:

e vlastnostech absorbujici latky
o koncentraci absorbujici latky
e délce drahy (kyvety)

Tyto predpoklady vyjadiuje Lambert-Beeriv zikon: T=107%"°"! 3)

& = molarni absorpéni koeficient (dm*/mol.cm) = charakterizujici miru absorpce latky pfi
urcité vinové délce v roztoku o koncentraci 1 mol/l v 1 cm kyveté
¢ = koncentrace rozpusténé latky (mol/1)

1 = tloustka absorbujici vrstvy (cm)

Lambert-Beeriv zdkon plati jen pro monochromatické zareni a ziedéné roztoky o
koncentraci <10 mol/l, ve kterych rozpu§téné &astice nepodléhaji zadnym interakcim a
v roztoku je jen jedna absorbujici slozka.

Ze zavislosti (3) vyplyva, Ze transmitance T je exponencialné zavisla na koncentraci
latky. Pro vyjadieni zavislosti absorpce zafeni na koncentraci absorp¢ni slozky je vhodné
vztah logaritmovat, ¢imz se z exponencialni zavislosti stane linearni.

Byla zavedena bezrozmérna veli¢ina absorbance (A), ktera kvantitativné vyjadiuje absorpci
svétla chromoforem (je-li nulova absorpce, je nulova i absorbance, s rostouci absorpci roste i
absorbance).

=—log(T)=¢ .c.l “4)

Absorbance a transmitance jsou tedy v inverznim vztahu — ¢im vice roztok svétlo absorbuje,
tim mén¢ ho propousti. Transmitance nabyva hodnot od 0 (nepropustny vzorek) do 1 (zcela
propustny vzorek). Absorbance nabyva hodnot od 0 (vzorek neabsorbuje) do « (absorbuje
veskeré zafeni dané vinové délky). Pro praktické méfeni maji z hlediska jeho presnosti
vyznam jen hodnoty absorbance nepiekracujici hodnotu 1.

Plati-li vztah (4), ze A = €. c . 1 (a koeficient (¢) i délka drahy (1) jsou konstantni), potom
plati, Zze absorbance roztoku je linedrné zavisld na jeho koncentraci, A = f (¢).

Pomoci Lambert-Beerova zakona tedy miizeme kvantitativné stanovit koncentraci latky
v roztoku méfenim jeho absorbance s vyuzitim spektrofotometru.



Méreni na spektrofotometru

Méreni provadime vzdy v téze Kkyveté, aby byly dodrzeny stejné podminky. Nejprve
zmétime blank, tedy nastavime nulovou absorbanci roztoku blanku, ¢imz ziskdme ,,baseline
pro méieni vSech standardl i vzorkii. Tato ,baseline® musi ziistat stejnd po celou dobu
méfeni (nejsme-li si jisti, zmétime v pribéhu analyz blank jako vzorek — mél by ukazovat
nulovou absorbanci). Blank obsahuje jen reagencni smés bez analyzovaného vzorku. Je to
tzv. reagenéni blank, pouzivd se ke kompenzaci vlivu reagencii. (Roztok blanku mize
byt barevny, mame-li barevné ¢inidlo).

U n¢kterych méfeni, absorbuji-li silné slozky matrice analytu (sérum, moc€), se pouziva
rovnéz tzv. vzorkovy blank, ktery kompenzuje vliv matrice vzorku. Vzorkovy blank je jen
vzorek doplnény vodou nebo fyziologickym roztokem do celkového objemu reakéni smési,
neobsahuje reagencie. Naméiena absorbance vzorkového blanku se odecita od absorbance
ptislusného vzorku.

Spektrofotometr umoziuje méfit absorbance az do 2,5, vzorky s vysSsi absorbanci se musi
fedit a vysledek nasobit faktorem fedéni. V laboratorni praxi se pfi kvantitativni analyze
standardné fedi vzorky s absorbanci nad 1,0, nebot’ méfeni absorbanci nad tuto hodnotu je
zatizeno velkou chybou - viz Pfesnost fotometrickych metod/primérna chyba fotometrického
stanoveni: http://www.wikiskripta.eu/w/Spektrofotometrie

Stanoveni koncentrace pomoci spektrofotometrie

Nejprve musime nalézt optimalni vinovou délku, pri které budeme méreni provadét.
Teoreticky bychom mohli méfit pti libovolné vinové délce, ktera je absorbovana, v oblasti
maximalni absorpce je vSak méfeni nejcitlivéjsi - molarni absorpcni koeficient € je nejvyssi a
zmény koncentrace jsou zde nejvice patrné (viz obr.11).
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Obr. 11: Absorpéni spektrum manganistanu draselného (KMnQy) pfi dvou riznych koncentracich.
Ob¢ spektra maji podobny tvar se shodnou vinovou délkou maximalni absorpce (charakterizuje danou
latku). Zjisténi koncentrace je pii vinové délce absorpéniho maxima nejcitlivéjsi - jsou nejvice patrné
zmény koncentrace. (Upraveno dle: employees.oneonta.edu/kotzjc/LAB/Spec _intro.pdf)
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Prométime si tedy absorpéni spektrum v celém rozsahu vinovych délek (napt. 300-800 nm).

Absorp¢ni spektrum

Absorp¢ni spektrum je zavislost absorbance na vinové délce A = f (A). Tato zavislost je
jednoznac¢nou, na koncentraci nezavislou charakteristikou barevné latky. Pomoci absorp¢niho
spektra zjistujeme optimalni vinovou délku pro méfeni koncentrace latky. Vinovou délku, pii
které¢ absorpce dosahuje maxima, oznacujeme jako Amax (lambda max).

Méfeni pii absorpnim maximu létky je maximélné citlivé, umoiﬁuje stanovit fotometricky
absorbuji pri stejné vinové delce, je zjisténa hodnota absorbance souctem hodnot
jednotlivych slozek ve smési. Pokud jsou absorpéni maxima jednotlivych slozek pfilis
blizko, nelze koncentraci latky stanovit bez jeji separace (napt. chromatografii).

Absorpcnimaximum (

l ll

lﬂdx)

Obr. 12: Absorpcni spektrum. (Upraveno dle:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Spectrale _gevoeligheid kegeltjes.png)

Kvantitativni analyza

Pokud provedeme méfeni absorabsorbance optimalni vinové délce, kvantifikovat koncentraci
pii mizeme tfemi zpusoby:

1. Teoreticky je mozné vypocitat koncentraci pfimo z Lambert-Beerova zikona,
zname-li z literatury moléarni absorpéni koeficient, neni to vSak nejpiesnéjsi metoda —
koeficient se mize lisit od skutecnosti v disledku rizné absorptivity rozpoustédel.
Rovnéz musime pfi tomto zplisobu pouzit presné danou délku kyvety.
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2. Prakticky se provadi stanoveni koncentrace ze smérnice kalibra¢ni kiivky. Kalibracni
ktivka ndm rovnéz potvrdi platnost Lambert-Beerova zakona pro nase méteni — tedy
linearitu v celém rozsahu méfeni. Nepotiebujeme znat hodnotu molarniho absorpéniho
koeficientu a nezalezi na Sifce kyvety (vSechny vzorky métime ve stejné). K sestrojeni
kalibra¢ni kiivky potfebujeme Fadu standardii 0 znadmé koncentraci. Lze pouzit 1
standard a rovnomérn¢ ho natedit pro alespon 5 bodu kalibraéni kiivky, hodnota atestu
standardu pak bude jejim hornim bodem (nejvyssi koncentrace). U vSech standardu
zmérime absorbanci spolu s absorbanci neznamého vzorku (pfi vinové délce
absorp¢niho maxima, v téze kyveté a v pfistroji vynulovaném na blank) Kalibracni
kiivku A = f (c) ziskdme po vyneseni koncentrace standardi na osu x (nezavisla
proménna) a absorbance standardi na osu y (zavisla proménna). V piipade
pfesného méfeni ziskdme linearni zavislost.

Podle Lambert—Beerova zdkona je pti nulové koncentraci nulové absorbance-krivka
by méla vychazet z bodu 0. Kalibracni kfivku si mtizeme sestrojit na papiie (A)
nebo pomoci Excelu (B)

(A) Kalibrac¢ni kfivka na papire:

e Graficky: Kiivka ma linearni zavislost - pro kazdou koncentraci bude absorbance lezet
na pfimce, koncentraci nezndmého vzorku tak ziskdme odectenim z grafu na ose x.

Kalibrac¢ni krivka
12
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Obr. 13: Kalibraéni kiivka

e Vypoctem - kalibra¢nim faktorem: Zname-li koncentraci i absorbanci standardd,
muzeme si pro kazdy bod krivky vypocitat faktor. Délku drahy i absorp¢ni koeficient
mizeme povazovat za konstantni, nebot” vzorek i standard meéfime za stejnych
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podminek. Ke kazdému standardu si vypocitame faktor jako podil znadmé koncentrace a
zmétené absorbance standardu f = Cst / Ast (= prevracend hodnota smérnice
piimky). Z téchto faktorGi vypocitame prumérny faktor, kterym vynasobime
zmétenou absorbanci vzorku s nezndmou koncentraci.

(B) Kalibra¢ni krivka v Excelu:

e Graficky (po vytisténi krivky): Kiivka ma linearni zavislost pro kazdou koncentraci
bude absorbance lezet na piimce, koncentraci neznamého vzorku tak ziskame odectenim
z grafu na ose x

» Vypoctem (Linearni regresi z rovnice kalibraé¢ni kiivky):

Postup:

— Zadame do tabulky Excelu naméiené absorbance pro pfisluSné koncentrace

A

B

20

0,077

40

0,144

60

0,24

80

0,33

100

0,426

e e e —

— Oznacenim (mysi) vybereme data

A

B

20

0,077

40

0,144

60

0,24

20

0,33

100

0,426

— Vlozime graf (vybereme bodovy)

il VioZeni Rozl
E1 | al | d_&l
Bodowy

—Oznacime pravou mysi libovolny bod ptimky a vybereme ,,Pridat spojnici trendu “
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— Zde se objevi moznosti, z nichz vybereme:
linearni graf a zatrhneme hodnotu y=0, zobrazeni rovnice grafu a hodnoty
spolehlivosti R:

v | HodnotaY = (0,0
| Zobrazit rovnici v grafu

| Zobrazit hodnotu spolehlivosti R

Iy =0,0041x|
R2=0,991

i

— Zobrazi se kalibra¢ni primka spolu s rovnvici linearni regrese:

Hodnota R? nam ukazuje, jak presn& jsme pracovali, méla by byt idealné > 0,99
(odlehlou hodnotu absorbance vzniklou nahodnou chybou lze odstranit).

Kalibraéni faktor si z rovnice vypocitdme jako prevracenou hodnotu smérnice

k linearni funkce y =k . x), kde y odpovida absorbanci a x odpovida koncentraci, tedy
1/k (Zde je faktor 1/0,0041 = 244). Timto faktorem pak vyndsobime zmétenou
absorbanci neznamého vzorku.

Osy i graf pojmenujeme (v Excelu nebo po vytisténi).

Pokud jsme si ovéfili linearitu kalibracni kiivky (tedy platnost Lambert-Beerova
zékona) pro naSe méfeni, mizeme pro vypocet pouzit metodu jednoho standardu,
coz je nejCastéji vyuzivand metoda v praxi. ZméFime absorbanci standardu i
neznamého vzorku (pii vinové délce absorpcniho maxima, v téze kyveté a v pfistroji
vynulovaném na blank). Plati, Ze pomér absorbance standardu a vzorku se rovna
poméru jejich koncentraci.

Ast/Avz = Cst/Coz
Koncentraci neznamého vzorku pak vypocitame:

Coz= Cst/ Ast * Avz
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Aplikace spektrofotometrie

Kvalitativni analyza - Identifikace analytu (shoda spektra a polohy absorpcniho
maxima analytu se standardem).

Kvantitativni analyza — Urceni mnoZstvi analytu ve vzorku z vysky signalu
absorp¢éniho maxima.

Typy spektrofotometrického stanoveni

Piimé: Pfimé méfeni piirozené absorbujicich latek (napt. spektrofotometrie likvoru —
analyza absorp¢nich maxim hemoglobinu a bilirubinu pro uréeni pfitomnosti a stari
krvacent)

Neprimé stanoveni latek, které samy nejsou barevné, mohou vsak reagovat za tvorby
barevného produktu. Stanovujeme je pomoci tzv. indikaénich reakci, které¢ preméni
bezbarvy analyt na barevny produkt. Budeme se s nimi setkavat jednotlivé u dalSich
klinicko-biochemickych spektrofotometrickych analyz a jejich souhrn ,,Vybrané indikacni
reakce* naleznete jako dodatek v praktickych cvicenich vénovanych oxidoredukénim
metodam.

Typy kvantitativniho spektrofotometrického stanoveni:

End-point: Mé&fime absorbanci na konci reakce, vyuziva se u stanoveni fady latek —
bilkoviny, minerald, glukdzy, bilirubinu a mnoha dalSich.

Kinetické: Méfime zménu absorbance za ¢asovou jednotku. Vyuziva se zejména u
stanoveni enzymu.

Limitace spektrofotometrie

Ve spektrofotometrii pfi vySetfeni biologického materidlu jsou nejcastéjSimi interferenty
hemoglobin (Cervené zbarveni vzorku), bilirubin (zluté zbarveni vzorku) a triacylglyceroly
(zékal vzorku). Barva krevni plazmy ovlivnénd uvedenymi interferenty mize analyticky
interferovat se spektrofotometrickym méfenim.

plazma normalni hemolyticka chylézni iktericka

Obr. 14: Zbarveni krevni plazmy interferenty. (Upraveno dle: http.//laboratoryinfo.com/tests-affected-
hemolyzed-lipemic-icteric-samples-mechanism/#prettyPhoto)
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Hemolyza vzorku byva nejcastéjsi pricinou preanalytickych chyb (= k chybam doslo pted
vlastni analyzou vzorku). Méame-li Cervené zabarvenou matrici vzorku, ovlivni to metody
stanovujici absorbanci blizko absorpéniho maxima hemoglobinu (400 nm). Zakaleny vzorek
chylézniho séra muze interferovat rozptylem zatfeni. Nasledkem analytickych interferenci
pak muize byt faleSné pozitivni nebo negativni vysledek analyzy. VSechny komer¢ni
soupravy musi pro kazdy analyt uvadét ptipustné mnozstvi interferentu pro vydéani validniho
vysledku. Kazdy vzorek pacienta se pred analyzou z hlediska uvedenych interfrentd
posuzuje a vzhled vzorku je vzdy uveden u vysledkl biochemického stanoveni (jako
hemolyticky, iktericky nebo chyldzni).
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Barevnost koordinacnich sloucenin

Porovname-li akvakomplexy [ M(H,0)s ]*" nékterych kovii s aquakomplexy piechodnych
prvki, rozdil je v jejich barevnosti. Aquakomplexy nepfechodnych kovi jsou bezbarvé:

J UV UL

[MgiH20)5 2% [AH20)513  [Ca(H20)s1%*  [SciHaO)s 13+ [Zn(H2005 1%

Auakomplexy prechodnych kovii jsou barevné:

[CriH20)6 1% [Fe(HzQ)6 1% [Ca(Hz@)s 1" [Mi(H20)6 1%  [Cu(HzQ)e 1>

Obr. 15: Akvakomplexy pfechodnych a nepfechodnych kovia (Obr. viz:
http://www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html)

Ptechodné kovy jsou definovany jako kovy s casteCné zaplnénymi d-orbitaly. Tvorii
komplexni slouceniny, které jsou Casto barevné.

, ©
B * O 0
¢ L
. . D

Obr.: 16: Vazba ligandl kolem centralniho kovu (obr. viz:
www.slideshare.net/christophsontag/bonding-in-coordination-complexes-part-1)

Navaze-li se 6 ligandii (zde H,O) kolem centralniho iontu (kov) (obr. 16), elektrony ligandu
se navzajem odpuzuji s elektrony d-orbitalu kovového iontu, ¢imz se zvysi jejich energie a
nasledné se rozs§tépi na 2 skupiny s riznymi energetickymi hladinami. Nasledujici
schéma ukazuje usporadani elektronti v d-orbitalech pted a po navazani 6 molekul vody.

o4
Energie

AREEO,

/ ] 4] [t4]

e ] B (1) ]

I&

Obr. 17: Uspotadani elektronti v d-orbitalech ptfed a po navdzani 6 molekul vody (Upraveno
dle: http://'www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html)
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5 d-orbitali se rozdeli do 2 skupin. 2 s vyssi a 3 s nizsi energii. Elektrony ptivodniho orbitalu
se pieskupi — budou zapliovat elektrony do orbitalu s nizsi energii. Aby zaplnily 2 orbitaly

s vys$s$i energii, musi piekonat tzv. silu ligandového pole AE (rozdil energii mezi
roz$tépenymi d orbitaly).

Sila ligandového pole je tedy energie, kterou musi elektron pfekonat, aby zaplnil energeticky
vyssi orbitaly. Cim vys3i je sila ligandového pole, tim vys§i energii vyZaduje elektron k
prechodu do vyssiho orbitalu (a tim kratsi vinovou délku zareni absorbuje).

Rostouci
energie

Obr. 18: Absorce svétla pfi prechodu mezi d-d orbitaly (Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html)

Pokud sila ligandového pole odpovida energii Zlutého svétla, absorpci Zlutého svétla dojde
k pfechodu elektronu do vyS$siho orbitalu. Aquakomplex bude mit komplementarni

modrou barvu.

Barvu komplexu ovliviiuje:

1. Typ ligandu ma na barvu komplexu nejvétsi vliv. Zmeéna zbarveni komplexu vlivem
ruznych ligand je zdkladem spektrochemické fady ligandu, kde jsou ligandy sefazeny podle
klesajici vinové délky svétla absorbovaného prisluSnymi komplexy viz obr...

cl- Stépinejméné
E-

OH-
H20

NH3

¥
CN- itépinejvice

Obr. 19: Nejbéznéjsi ligandy setfazené podle sily ligandového pole. Ligandy na pocatku fady
(halogenidy) rozstépi d-orbitaly jen malo, ligandy na konci fady (CO, CN) $tépi d-orbitaly vyrazné.

Zaménime-li v akvakomplexu Cu(Il) ligand vody za amoniak, zméni se barva kompexu
smérem k niz§im vlnovym délkdm odpovidajicim vyssi energii. Prvni komplex absorbuje
cervené svétlo, druhy komplex absorbuje ve zluté oblasti. Zluté svétlo ma vyssi energii nez
cervené.
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[Cu{H20)5 12+ [ Cu(NHz)4(H20)2 12+

absorbuje ervené svétlo

Obr. 20: Vliv typu ligandu na barvu komplexu (Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html)

2. Geometrie komplexu — pocet ligandii navazanych na centralni kov. Pti vzniku oktaedru
dochazi k vyssi mife Sté€peni nez pti vzniku tetraedu — barva se bude ménit se zménou
koordinac¢niho ¢isla.

AE oktaedru

AE tetraedru ;

— T—
W &
,

Atet ‘} —— — — —

-
— - Evolného iontu -
\

Obr. 21: Vliv geometrie komplexu na jeho zbarveni. (Upraveno dle: Robert John Lancashire,
http://wwwchem.uwimona.edu.jm)

3. Oxidacni ¢islo centralniho kovu: Zvyseni oxidacniho ¢isla centralniho atomu vede k
intenzivnéjSimu pfitahovani ligandt k centralnimu atomu, ¢imz roste odpuzovani elektronti,
sila ligandového pole se zvysSuje.

Zména oxidacniho ¢isla (z +2 na +3):

[Cr(H20)5 1% [ CriH20)5 13+

Obr. 22: Vliv oxidac¢niho ¢isla kovu na barvu ligandu (Upraveno dle:
http://www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html)

Zdroje:

www.wikiskripta.eu

http://www.chemguide.co.uk/analysis/uvvisible/theory.html

http://www.chemguide.co.uk/inorganic/complexions/colour.html
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