Derivacni spektrofotometrie a rozklad absorp¢niho spektra

Teorie:

Derivacni spektrofotometrie, vyuzivajici derivace absorp¢ni kiivky, je obecné pouzivanou
metodou pro zvyraznéni detaild pribéhu zadznamu, ke zvyraznéni piekryvajicich se past v
absorpénich spektrech, k pfesnému odeCtu vlnové délky maxima absorpéniho pasu, pro

kvantitativni a kvalitativni analyzu multikomponentnich smési a pro zlepSeni detekcniho limitu.

Zékladem, z néhoz se vychazi, je opét Lamberttiv-Beertiv zékon:

A=10g2=8cl
Dy

Derivujeme-li tento vztah podle @ (® je konstanta), dostaneme:
dA 2303 1 , ® de
i ©®, ® di  dl

a pro vyssi derivaci:

d"A_d'® 1
dp" dj" o

Prvni derivace je tedy linearni funkci moldrni koncentrace latky. Situace neni tak
jednoducha u vysSich derivaci ziskanych elektronicky, piesto miizeme i tady ve vétSing piipadi
predpokléadat linearni zavislost derivaniho signalu na koncentraci.

Na obr. €. 1 jsou zaznamenany signaly 1. az 4. derivace jednak gaussovského absorpcniho
piku, jednak absorp¢niho dvojpiku slozené¢ho ze dvou gaussovskych pikl. Z obrazku je velmi
dobie patrné, jak jsou derivacni spektra vysoce citliva na malé rozdily v pribéhu absorpcniho
spektra. Z obrazku je dale patrné, ze v piipadé 1. a 3. (liché) derivace prochazi derivacni signal
nulovou hodnotou v misté¢ vinové délky odpovidajici absorpénimu maximu piku; naopak v
ptipad¢ 2. a 4. (sudé) derivace ma derivacni zaznam extrém (u 2. derivace minimum a u 4.
derivace maximum) v mist¢ vlnové délky odpovidajici minimum) v mist¢ vinové délky

odpovidajici absorpénimu maximu piku.
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Obr. ¢&. 1: Zaznam spektra a 1. az 4. derivace
Spektrum

Gaussovsky pik Dvojpik

Derivacni zaznam spektra je dnes ziskavan elektronicky, pouzitim derivacnich ¢lenti u
klasickych registracnich spektrofotometri. V tomto pfipadé¢ se derivace podle vinové délky

nahrazuje derivaci podle ¢asu:
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Musi byt vSak splnéna podminka, Ze posun vinovych délek § je v Case ptisné konstantni

Vyhodou tohoto zptisobu je moznost ziskat deriva¢ni zdznamy vyssich fadua.

Druhou moznosti je numericky vypocet derivace podle vinové délky. Vlastni diferenciaci
predchazi ziskani spektra v digitalni formé, vypocet derivace spektra je pak pocitatem provadén
bod po bodu nebo slozité¢jsim matematickym postupem. Timto zpisobem produkuji derivacni
zaznam diode-array spektrofotometry.

Pro kvantitativni analyzu vzorku nebo analytu ve smési je nejcastéji pouzivana druha nebo
¢tvrta derivace signalu. Pro sestrojeni kalibracni ptimky se pouzije pik z derivacniho zaznamu
urcujici pfesnou polohu maxima absorpcniho péasu analytu (viz obr. €. 1). Na osu y kalibra¢ni
zavislosti je mozné vynaset (obr. €. 2) bud’ vysku derivaéniho piku vzhledem k nulové hodnoté

derivace Dz, nebo vysku tohoto piku vzhledem k vySce postranniho satelitu pii nizsi vinové



délce Dg nebo vyssi vinové délce Dy, ¢i piipadné vzhledem k priméru vysek obou téchto satelitt

Dg.

2. derivace

Obr. & 2: Kvantitativni vyhodnoceni derivacniho

Spektrum ,
zaznamu

Vyznamna je u derivacni spektrometrie malé citlivost k rusivému vlivu matrice; to se napf.
projevi eliminaci vlivu rozptylu svétla u kalnych roztokt. Rusivy vliv matrice vzorku klesa u
derivacni spektrometrie s fadem derivace. Rozsahlé vyuziti nachazi derivacni spektrometrie
v biochemii, napt. pii studiu jednodussich smési aminokyselin. Pomoci derivacni spektrometrie
je také mozné vedle sebe stanovit strukturné blizké derivaty farmaceutik.

Nevyhodou derivacéni spektrometrie je pomérné silna expanze Sumu a ruSivy vliv
satelitnich maxim. Obecné mlzeme o této metod¢ fici, Ze nezvySuje mnozstvi informaci

obsazenych v ptivodnim spektru, €ini je vSak ptistupnéjSimi.

Ukol:

Ovéite hodnoty vlnovych délek maxim vSech absorpCnich pasi vodného roztoku
manganistanu draselného ve viditelné oblasti spektra a porovnejte je s vystupem matematického
rozkladu spektra naptf. pomoci programu PeakFit. Porovnejte kalibraéni zavislosti ziskané

z klasickych spekter a ze zaznamti 2. a 4. derivace.

Chemikalie a pristroje:
Diode-array spektrofotometr HP 8453 (Hewlett Packard, U.S.A.) s fidicim pocitacem a

ovladacim softwarem UV-VIS ChemStation; sklenéna kyveta s tloustkou absorpcni vrstvy 10,00 ml.
KMnOj4, odmérné banky.



Pracovni postup:

1. Pfipravte kalibra¢ni fadu roztokii KMnQO, v rozsahu 1:10° - 1-10° mol-I".

2. Proméite absorp¢ni spektrum a 1., 2., 3. a 4. derivaci absorpéni kiivky roztoku KMnO4 o
koncentraci 1-10” mol'I"' ve viditelné oblasti spektra v intervalu vinovych délek 450 — 600 nm.

3. Pomoci klasickych spekter a zdznamt 2. a 4. derivace absorp¢ni kiivky proméite piipravenou

kalibrac¢ni sadu.

Ovladani spektrofotometru a ridiciho software:

K prométovani klasickych spekter a deriva¢nich zdznami pouZijeme spektrofotometr
s diodovym polem 8453 firmy Hewlett-Packard. Ptistroj je fizen pocitaCem prtes fidici software
UV-VIS ChemStation.

Postup ovladani pftistroje v dané uloze je nasledujici: nejdiive zapneme spektrometr
hlavnim vypinacem a pockame na probéhnuti testovaciho programu; ukonceni se projevi
zelenym zabarvenim kontrolni LED diody. Zapneme fidici pocita¢ a piihlasime se do profilu
»Praktika®; na ploSe spustime ovladaci software ikonou ,,UV-VIS on-line“. Pfi inicializaci
programu se piihlasime jako uzivatel ,,Praktika“ (bez hesla). Po skonceni inicializace musime
nastavit parametry mefeni: standardni méteni spektra, rozsah vinovych délek pro sbér dat: 450 —
600 nm, integracni ¢as 5 s, maximalni rozliSeni spektrometru (0,5 nm), zobrazeni spekter
v intervalu 450 — 600 nm, pfipadné dale vybrat derivacni zdznam a tad derivacniho zaznamu. Do
spektrometru vlozime méfici kyvetu s destilovanou vodou a spektrometr vynulujeme v méfeném
rozsahu stlacenim tlacitka ,,Blank*; potom jiz mizeme proméfovat jednotlivé vzorky a to vzdy
stlatenim tlacitka ,,Sample”. Zméfend spektra a jednotlivé derivacni zaznamy ukladdme na
harddisk pocitace; zaroven tato namétena spektra a derivacni zaznamy musime exportovat do
formatu ptistupného pro tabulkovy procesor: pravym tlacitkem mysi klikneme na kiivku
ziskaného spektra (tim oznac¢ime kiivku) a z nabidky ,,File®, ,,Export selected data* vybereme
moznost ,,Export .csv®; spektrum opét pomoci pravého tlacitka mysi odozna¢ime a mizeme
prométovat dalsi vzorek. Po proméfeni kazdého spektra nam spektrometr odecte absorpcni

maxima a minima jednotlivych piki; tyto hodnoty si zapiSeme pro pozdéjsi porovnani.



Vyhodnoceni vysledkii:

1.

Ze zaznamu 3. a 4. derivace (pfipadné 1. a 2. derivace) absorpcniho signalu odectéte polohy
jednotlivych absorpénich pasti KMnOs.

Z prométenych kalibracnich zavislosti pomoci klasického spektra a jeho 2. a 4. derivace
vyhodnot'te a porovnejte smérnice kalibraci (citlivost stanoveni). U derivacnich zdznamu
volte rizné moznosti odecitani vysek pikl (viz teoreticka ¢ast).

Porovnejte ziskané hodnoty vinovych délek maxim jednotlivych absorpcnich pasti pomoci
derivacnich zaznami s hodnotami odectenymi piimo spektrometrem a s hodnotami ziskanymi
pocitacovym rozkladem naméteného spektra pomoci programti PeakFit nebo Bigaus. Ovladani

téchto programti vam vysvétli dozor praktika.
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