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1  Đvod 

O vyuģit² spektr§ln²ch metod ve vĨzkumech, pŚi kontrole technologickĨch procesŢ, ve 

farmacii jistŊ nen² pochyb. KaģdĨ chemik, i uļitel chemie, by mŊl bĨt s principem 

spektr§ln²ch metod obezn§men, a pokud bude m²t i pŚ²leģitost si takovou metodu 

vyzkouġet pŚ²mo na laboratorn²m pŚ²stroji a nikoliv jen na zjednoduġen®m modelu, mŊl 

by ji pŚijmout. Od roku 2007 jsou, postupnŊ podle etap a typŢ ġkol, ġkoly v Ļesk® 

republice povinn® tvoŚit Ġkoln² vzdŊl§vac² programy (ĠVP) podle R§mcovĨch 

vzdŊl§vac²ch programŢ (RVP). RVP jsou vydan® Ministerstvem ġkolstv², ml§deģe 

a tŊlovĨchovy [1]. V R§mcov®m vzdŊl§vac²m programu pro obor vzdŊl§v§n² 28-44-

M/01 Aplikovan§ chemie je jedn²m z uvedenĨch uļiv v obsahov®m okruhu Ăanalytick§ 

chemieñ uļivo Ăspektr§ln² metodyñ [2]. Zm²nŊnĨ dokument pŚedpokl§d§, ģe ģ§k z²sk§ 

odbornou kompetenci pracovat s pŚ²stroji, stroji a zaŚ²zen²mi. Pokud se tedy od ģ§kŢ 

oļek§vaj² uveden® znalosti a kompetence, mŊli by uļitel® chemie bĨt schopni splnit 

alespoŔ ty poģadavky, kter® kladou na ģ§ky. Proto je c²lem t®to diplomov® pr§ce 

pŚedstavit UV/VIS spektrofotometrii a pouk§zat na moģnosti jej²ho vyuģit² v r§mci 

vzdŊl§v§n² uļitelŢ chemie, a to vybr§n²m a vypracov§n²m ¼loh pro kvantitativn² 

a kvalitativn² stanoven² vybranĨch l§tek.  
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2 Teoretick§ ļ§st 

2.1 Princip optickĨch metod 

Optick® metody patŚ² mezi fyzik§lnŊ-chemick® analytick® metody, kter® jsou zaloģen® 

na interakci elektromagnetick®ho z§Śen² s hmotou. NŊkter® optick® metody pracuj² na 

z§kladŊ mŊŚen² absorbovan®ho nebo emitovan®ho z§Śen², jin® sleduj² prŢchod 

elektromagnetick®ho z§Śen² hmotou [3]. 

Protoģe vġechny optick® metody jsou zaloģen® na interakci hmoty 

s elektromagnetickĨm z§Śen²m, je souļ§st² t®to kapitoly z§kladn² shrnut² informac² 

o tomto z§Śen².  

 

2.1.1 Elektromagnetick® pole 

Nejl®pe prostudovanĨm z fyzik§ln²ch pol² je elektromagnetick® pole. Jeho vlastnosti 

jsou d§ny dualistickĨm charakterem. Elektromagnetick® pole m§ jednak vlastnosti 

vlnŊn², ale takt®ģ se chov§ jako proud ļ§stic ï v tomto pŚ²padŊ ļ§stic fotonŢ.  

 

Vlastnosti vlny elektromagnetick®ho z§Śen² 

Elektromagnetick§ vlna se skl§d§ ze dvou sloģek, a to ze sloģky elektrick® a sloģky 

magnetick®. Na Obr. 1 je sloģka elektrick§ zn§zornŊna vektorem elektrick® intenzity Ὁᴆ 

a sloģka magnetick§ charakterizov§na vektorem magnetick® indukce ὄᴆ. Vektory jsou na 

sebe navz§jem kolm® a takt®ģ jsou oba vektory kolm® na smŊr ġ²Śen² paprsku. 

Elektromagnetick® vlnŊn² je tedy vlnŊn² pŚ²ļn® [4, 5, 6, 7].  
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Obr. 1. Elektromagnetick® vlnŊn². PŚevzato dne 25. 3. 2016 z: [3] 

 

K popisu elektromagnetick®ho vlnŊn² se pouģ²v§ nŊkolik z§kladn²ch veliļin: 

¶ Frekvence 

Frekvence neboli kmitoļet (ɜ) ud§v§ poļet opakov§n² periodick®ho dŊje, kmitŢ, 

za sekundu. Frekvence zŢst§v§ nemŊnn§ pŚi pŚechodu z jednoho l§tkov®ho 

prostŚed² do jin®ho. Jednotkou frekvence je Hertz (Hz)[3, 8]. 

¶ Vlnov§ d®lka 

Vlnov§ d®lka je vzd§lenost, o kterou postoup² vlna za dobu jednoho kmitu. 

Oznaļuje se ŚeckĨm p²smenem lambda (ɚ) a jej² z§kladn² jednotkou je metr (m). 

Kmitoļet je pŚevr§cenou hodnotou vlnov® d®lky 1 [3, 8]. 

 
ὺ  

ρ

‗
 1 

Kde ὺֹ  kmitoļet, ɚ = vlnov§ d®lka. 

¶ Rychlost z§Śen² 

Rychlost z§Śen² je definov§na jako vzd§lenost, kterou uraz² vlna za ļasovou 

jednotku (sekundu) a znaļ² se p²smenem c. Rychlost elektromagnetick®ho z§Śen² 

ve vakuu je 2,99792458 * 108 m/s [9]. Rychlost svŊtla mimo vakuum 

v norm§ln²m prostŚed² je niģġ² z dŢvodu interakce fotonŢ s atomy ļi molekulami 

l§tek tvoŚ²c² dan® prostŚed². Toto vz§jemn® pŢsoben² fotonŢ s atomy 
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popŚ. molekulami je moģn® popsat indexem lomu l§tky n. Index lomu l§tky lze 

vypoļ²tat podle rovnice 2 [8, 10].] 

 

 ὲ  
ὧ

ὺ
 2 

Kde c = rychlost svŊtla ve vakuu, vɚ = rychlost svŊtla o urļit® vlnov® d®lce v l§tkov®m prostŚed², 

n = index lomu. 

Vlastnosti ļ§stice elektromagnetick®ho z§Śen² 

Energie elektromagnetick®ho z§Śen² je vyzaŚov§na po urļitĨch kvantech. Nositel® tŊchto 

kvant jsou fotony a jejich energii je moģn® vyj§dŚit matematickou rovnic² 3 Maxe 

Plancka, kde energie fotonŢ je pŚ²mo ¼mŊrn§ frekvenci [6, 11] 

 Ὁ Ὤz ’ 
3 

Kde E = energie fotonu; h = Planckova konstanta (h = 6,626 *10ī34 J s); ɜ = frekvence svŊtla. 

Pro fotony plat² de Broglieho vztah 4 jenģ pŚiŚazuje pohybuj²c² ļ§stici urļitou vlnovou 

d®lku [3]. 

 
‗  

Ὤ

ά ὺz
 4 

Kde h = Planckova konstanta, m = hmotnost ļ§stice, v = rychlost ļ§stice. 

K popisu vlastnost² ļ§stic elektromagnetick®ho z§Śen² se pouģ²vaj² n§sleduj²c² z§kladn² 

veliļiny: 

¶ Z§ŚivĨ tok 

Z§ŚivĨ tok  ʟa odpov²d§ z§Śiv® energii, kter§ projde urļitou plochou za jednotku 

ļasu [12]. 

¶ Intenzita z§Śen²  

Intenzita z§Śen² m§ znaļku I a pŚedstavuje z§ŚivĨ tok, kterĨ je vys²l§n pŚ²ļnĨm 

prŢŚezem plochy zdroje [8]. 
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2.1.2 Elektromagnetick® spektrum 

Elektromagnetick® spektrum zahrnuje z§Śen² vġech vlnovĨch d®lek, sah§ od vlnovĨch 

d®lek v Ś§du 10ī13 m po vlnov® d®lky v Ś§du 106 m [13]. Rozliġuje se nŊkolik oblast² 

v elektromagnetick®m kontinuu podle vlnovĨch d®lek ļi frekvenc² [5]. Druhy 

elektromagnetick®ho spektra s odpov²daj²c²mi vlnovĨmi d®lkami a kmitoļtem 

zn§zorŔuje Obr. 2. 

 

Obr. 2. Elektromagnetick® spektrum. PŚevzato dne 20. 3. 2016 z WWW: <https://commons.wikimedia.org

/wiki/File:EM_spectrum.svg>. Autorem obr§zku je Philip Rhonan. 

 

2.2 RozdŊlen² optickĨch metod 

Podle zpŢsobu interakce elektromagnetick®ho z§Śen² s hmotou se optick® metody 

rozdŊluj² do dvou hlavn²ch skupin, a to na metody spektr§ln² a nespektr§ln². Spektr§ln² 

metody jsou zaloģeny na faktu, ģe doch§z² k vĨmŊnŊ energie mezi hmotou a z§Śen²m. 

Naopak nespektr§ln² metody vyuģ²vaj² pŚ²padu, kdy hmota a z§Śen² energii nevymŊŔuj², 

ale hmota ovlivŔuje proch§zej²c² z§Śen² [3, 8]. 

 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EM_spectrum.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EM_spectrum.svg
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2.2.1 Nespektr§ln² metody 

U nespektr§ln²ch metod jsou sledov§ny zmŊny vlastnost² z§Śen² (zmŊny rychlosti z§Śen², 

st§ļen² roviny polarizovan®ho svŊtla, rozptyl z§Śen²) pŚi interakci s prostŚed²m. Jako 

pŚ²klad tŊchto metod se mŢģe uv®st polarimetrie, refraktometrie, turbidimetrie a 

nefelometrie [3, 8]. 

¶ Polarimetrie 

Princip polarimetrie spoļ²v§ v pŚeveden² nepolarizovan®ho svŊtla na svŊtlo 

line§rnŊ polarizovan®. SvŊtlo je moģn® polarizovat odrazem, lomem nebo 

prŢchodem dvojlomnĨmi krystaly. L§tky, kter® obsahuj² chir§ln² centrum, jsou 

schopn® st§ļet rovinu line§rnŊ polarizovan®ho svŊtla. Podle smŊru st§ļen² 

roviny tohoto svŊtla se opticky aktivn² l§tky rozdŊluj² na pravotoļiv® (+) 

a levotoļiv® (ī). Pravotoļiv® l§tky st§ļ² rovinu polarizovan®ho svŊtla po smŊru 

chodu hodinovĨch ruļiļek a levotoļiv® l§tky st§ļ² rovinu polarizovan®ho svŊtla 

proti smŊru chodu hodinovĨch ruļiļek. SmŊr st§ļen² polarizovan®ho svŊtla je 

sledov§n proti postupu svŊtla [8, 14, 15]. Sch®ma polarimetru je zn§zornŊn® na 

Obr. 3. 

 

Obr. 3. Sch®ma polarimetrie. PŚevzato dne 17. 3. 2016 z: [16] a z dŢvodu ļitelnosti byl 

poupraven text. 

 

Đhel, o kterĨ je pootoļena rovina polarizovan®ho svŊtla lze vyj§dŚit rovnic² 

5 [3]. 
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    ὰz ὧ 5 

Kde ‗
ὸ = specifick§ ot§ļivost pŚi teplotŊ t a vlnov® d®lce ɚ, l = tlouġŠka kyvety, 

c = koncentrace vzorku. 

Specifick§ ot§ļivost, kterou lze polarimetricky zmŊŚit, je pro mŊŚenou l§tku 

charakteristick§.  

¶ Refraktometrie 

Refraktometrie je metoda zaloģen§ na mŊŚen² indexu lomu svŊtla. Lom svŊtla 

nast§v§ pŚi prŢchodu paprsku svŊtla z jednoho optick®ho prostŚed² do druh®ho. 

Pokud nejsou optick§ prostŚed² stejn§, mŊn² se smŊr prŢniku paprsku a jeho 

rychlost. Rychlost ġ²Śen² svŊtla optickĨm prostŚed²m je obt²ģnŊ mŊŚiteln§ a proto 

se vyuģ²v§ Snellova z§kona [3, 7, 14, 15]. SnellŢv z§kon popisuje pomŊr ¼hlu 

dopadu svŊteln®ho paprsku k ¼hlu odrazu (lomu) svŊteln®ho paprsku podle 

rovnice 6 [9]. Lom paprsku monochromatick®ho z§Śen² na rozhran² dvou 

prostŚed² graficky vyjadŚuje Obr. 4.  

 ÓÉÎ

ÓÉÎ
 
ὺ

ὺ
ὲ  6 

Kde Ŭ = ¼hel dopadu paprsku ke kolmici rozhran² obou prostŚed²; ɓ = ¼hel odrazu (lomu) 

svŊteln®ho paprsku ke kolmici rozhran² obou prostŚed²;  

vA = rychlost ġ²Śen² svŊteln®ho paprsku v prostŚed² A; vB = rychlost ġ²Śen² svŊteln®ho paprsku 

v prostŚed² B; nAB = index lomu pŚi pŚechodu svŊteln®ho paprsku z prostŚed² A do prostŚed² B. 
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Obr. 4. Lom paprsku monochromatick®ho z§Śen² na rozhran² dvou prostŚed² 

 

¶ Turbidimetrie  a nefelometrie 

Podstatou turbidimetrie i nefelometrie je rozptyl svŊtla po prŢchodu disperzn² 

soustavou. Ļ§stice obsaģen® v disperzn² soustavŊ ovlivŔuj² rozptyl svŊtla 

a intenzitu nerozptĨlen®ho svŊtla. Turbidimetrie sleduje intenzitu svŊtla, kter® 

proġlo disperzn² soustavou, a proto je detektor um²stŊn ve smŊru proch§zen² 

prim§rn²ho paprsku z§Śen². Detektor u nefelometrie je um²stŊn kolmo na smŊr 

proch§zen² prim§rn²ho paprsku, neboŠ nefelometrie mŊŚ² intenzitu svŊtla 

rozptĨlen®ho [3, 8 17] (Obr. 5).  
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Obr. 5. Turbidimetrie  a nefelometrie 

 

Intenzitu nerozptĨlen®ho svŊtla lze vyj§dŚit matematicky rovnic² 7. 

 Ὅ ὍÅØÐὰ† 
7 

Kde I = intenzita nerozptĨlen®ho svŊtla, I0 = intenzita prim§rn²ho svazku, l = tlouġŠka kyvety, 

Ű = velikost rozptylu ï turbidita. 

2.2.2 Spektr§ln² metody 

Principem vyuģit² spektr§ln²ch metod je mŊŚen² energetick® zmŊny, kter§ nastane pŚi 

prŢchodu z§Śen² l§tkou (prostŚed²m). Tyto metody jsou zaloģen® na skuteļnosti, ģe 

atomy a molekuly se mohou nach§zet v rŢznĨch energetickĨch stavech. Za norm§ln²ch 

podm²nek se atomy a molekuly nach§z² v z§kladn²m stavu, tj. stavu, ve kter®m m§ atom 

ļi molekula nejniģġ² energii. Dod§n²m urļit®ho mnoģstv² energie, kvanta z§Śen², mohou 

atomy nebo molekuly pŚej²t do energeticky vyġġ²ho stavu, tento stav se nazĨv§ 

excitovanĨ. L§tka ve vyġġ²m energetick®m stavu mŢģe vyz§Śit kvantum energie a pŚej²t 

do energeticky niģġ²ho stavu. Mnoģstv² vymŊnŊn® energie je pops§no BohrovĨmï

EinsteinovĨm vztahem 8 [4, 18, 19]. 

 



 

10 

 

 ЎὉ Ὁ Ὁ Ὤz ’ 
8 

Kde: E = energie fotonu; h = Planckova konstanta (h = 6,626 *10ī34 J s); ɜ = frekvence 

elektromagnetick®ho z§Śen². 

Z uveden® rovnice 8 vyplĨv§, ģe rozd²l mezi poļ§teļn² energi² E2 a koneļnou energi² E1 

se rovn§ vymŊnŊn® energii ȹE. Tato vymŊnŊn§ energie se rovn§ kvantu z§Śen², kter® 

bylo potŚeba, aby l§tka pŚeġla do vyġġ²ho energetick®ho stavu nebo se rovn§ kvantu 

z§Śen², kter® bylo vyz§Śeno l§tkou pŚi pŚechodu z vyġġ²ho energetick®ho stavu do 

niģġ²ho.  

Ve spektroskopii se v²ce vyuģ²v§ obmŊnŊn® BohrovyïEinsteinovy rovnice 10, kde 

frekvence z§Śen² je vyj§dŚena jako souļin rychlosti z§Śen² a vlnoļtu viz 

rovnice 9 [3, 4, 19].  

 ’
ὧ

‗
ὧ   9 

Kde ɜ = frekvence elektromagnetick®ho z§Śen², ‗ = vlnov§ d®lka, c = rychlost elektromagnetick®ho 

z§Śen²,  = vlnoļet. 

 

 ЎὉ Ὁ Ὁ Ὤ ὧ   
10 

Kde ȹE = vymŊnŊn§ energie, E2 = poļ§teļn² energie, E1 =  koneļn§ energie, h = Planckova konstanta, 

c = rychlost elektromagnetick®ho z§Śen²,  = vlnoļet. 

 

Spektrometrick® metody lze rozdŊlit do tŚ² skupin:  

1. na z§kladŊ pohlcen² ļi vyz§Śen² kvanta fotonŢ l§tkou na absorpļn² a emisn² 

metody  

2. podle toho, zda absorpce nebo emise z§Śen² prob²h§ na ¼rovni atomŢ nebo 

molekul na metody atomov® a molekulov® 

3. podle oblast² vlnovĨch d®lek na rentgenovou, ultrafialov ou, viditelnou, 

infraļervenou spektrometrii [3]. 
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Absorpļn² spektroskopie 

Absorpļn² spektroskopie je zaloģena na principu pohlcen² energetickĨch kvant fotonŢ 

l§tkou (vzorkem). Pohlcen²m z§Śen² se zvĨġ² energie l§tky o energii absorbovan®ho 

kvanta fotonŢ, tento dŊj je vyj§dŚenĨ sch®matem 1. 

 ὢ Ὤz ’O ὢᶻ  

Sch®ma 1 

Sch®ma 1 X = l§tka v z§kladn²m stavu, h ’z = energie fotonŢ, X* = l§tka v excitovan®m stavu 

Po absorpci z§Śen² se energie mŢģe spotŚebovat na pŚechod elektronŢ tvoŚ²c²ch 

chemick® vazby nebo se energie spotŚebuje ke zvĨġen² vibraļn² energie chemickĨch 

vazeb ļi ke zvĨġen² rotaļn² energie molekuly [3, 7, 20]. 

Na pŚechod elektronŢ tvoŚ²c²ch chemick® vazby jsou potŚebn§ velk§ energetick§ kvanta 

z§Śen² v rozmez² od 150 kJ/mol do 627 kJ/mol, coģ odpov²d§ vlnovĨm d®lk§m 

v rozmez² 190ï800 nm (ultrafialov§ a viditeln§ oblast elektromagnetick®ho z§Śen²). Ke 

zvĨġen² vibraļn² energie chemickĨch vazeb je nutn§ energie v rozmez² od 5 kJ/mol do 

150 kJ/mol. T®to energii odpov²d§ elektromagnetick® z§Śen² o vlnovĨch d®lk§ch 0,8ï

30 ɛm (infraļerven§ oblast). A pro zvĨġen² rotaļn² energie molekuly je potŚebn® dodat 

energii od 0,01 kJ/mol do 4 kJ/mol, coģ je pŚibliģnŊ energie z§Śen² o vlnovĨch d®lk§ch  

30ï10 000 ɛm (infraļerven§ a mikrovlnn§ oblast) [3, 20].  

Podle velikosti namŊŚen® absorpce lze kvantitativnŊ stanovit mnoģstv² absorbuj²c² l§tky 

ve vzorku a podle hodnoty frekvence absorbovan®ho z§Śen² lze prov®st kvalitativn² 

analĨzu vzorku. 

Z§kladn² veliļiny uģ²van® v absorpļn² spektrometrii 

¶ Transmitance 

Transmitance neboli propustnost T  je vyj§dŚena jako pomŊr z§Śiv®ho toku, kterĨ 

proġel l§tkou k z§Śiv®mu toku, kterĨ do l§tky vstupoval. Transmitanci lze 

vyj§dŚit n§sleduj²c² rovnic² 11.  

     11 

Kde: ʟ  = z§ŚivĨ tok vystupuj²c² z l§tky; ‰
π
= z§ŚivĨ tok vstupuj²c² do l§tky. 
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Hodnoty transmitance se nach§zej² v intervalu < 1; 0 > [3]. 

 

¶ Absorbance 

Absorbance se oznaļuje p²smenem A. Absorbanci lze charakterizovat jako 

z§pornĨ logaritmus hodnoty transmitance. Tento vztah je vyj§dŚenĨ rovnic² 12. 

Hodnoty absorbance se nach§z² v intervalu < 0; Ð >[3, 21]. 

 
ὃ   ÌÏÇὝ ÌÏÇ

‰

‰
 12 

Kde: A = absorbance, T = transmitance, ‰  = intenzita svŊteln®ho toku pŚed prŢchodem 

vzorkem, ‰ = intenzita svŊteln®ho toku po prŢchodu vzorkem. 

Z§vislost mezi absorbanc² na koncentraci absorbuj²c² l§tky je vyj§dŚena 

BouguerovĨmïLambertovĨmïBeerovĨm z§konem, kterĨ je moģno zapsat 

matematickou rovnic² 13 [18]. 

 ὃ ‐z ὧz Ὠ 
13 

Kde: A = absorbance, Ң = mol§rn² absorpļn² (extinkļn²) koeficient, c = l§tkov§ koncentrace, 

d = d®lka kyvety. 

 

Emisn² spektroskopie 

Principem emisn² spektroskopie je mŊŚen² energie odpov²daj²c² uvolnŊn² energetickĨch 

kvant fotonŢ. Aby mohlo doj²t k uvolnŊn² z§Śen², mus² bĨt l§tka nejprve excitov§na ï 

mus² se nach§zet ve vyġġ²m energetick®m stavu. Pr§vŊ pŚi pŚechodu l§tky z vyġġ²ho 

energetick®ho stavu do niģġ²ho energetick®ho stavu dojde k emisi z§Śen². Emisi z§Śen² 

vyjadŚuje sch®ma 2. 

 ὢᶻᴼὢ Ὤz ’  

Sch®ma 2  X* = l§tka v excitovan®m stavu; h * ’ = energie fotonŢ; X = l§tka. 

Na principu emise z§Śen² je zaloģena atomov§ emisn² spektrometrie (AES) v oblasti 

rentgenov®ho nebo ultrafialov®ho a viditeln®ho z§Śen² [3, 17].  
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Atomov§ spektroskopie 

Atomov§ spektroskopie sleduje chov§n² individu§ln²ch atomŢ v plynn®m stavu 

a zaznamen§v§ emitovan® nebo absorbovan® z§Śen², kter® odpov²d§ zmŊnŊ 

energetick®ho stavu elektronŢ v atomech l§tky. Podle toho, zda je zaznamen§v§no 

emitovan® nebo absorbovan® z§Śen², se atomov§ spektroskopie rozdŊluje na atomovou 

emisn² spektroskopii (AES) a na atomovou absorpļn² spektroskopii (AAS). VĨsledkem 

atomov® spektroskopie je ļ§rov® spektrum. Kaģd§ spektr§ln² ļ§ra je charakteristick§ pro 

danĨ prvek a obsah prvku ve vzorku je ¼mŊrnĨ intenzitŊ spektr§ln² ļ§ry [3, 17]. 

 

Molekulov§ spektroskopie 

Molekulov§ spektroskopie sleduje, v jakĨch struktur§ch se atomy v molekul§ch 

nach§zej². PŚi ultrafialov®, viditeln® a infraļerven® spektrometrii doch§z² pŚi absorpci 

z§Śen² ke zmŊnŊ energetick®ho stavu cel® molekuly. Molekulovou spektroskopi² je 

z²sk§no p§sov® spektrum. Jednotliv® p§sy jsou rŢznŊ ġirok®, coģ je zapŚ²ļinŊno zmŊnou 

elektronov®ho, vibraļn²ho a rotaļn²ho stavu molekuly nebo pouze zmŊnou jejich 

vibraļn²ho a rotaļn²ho stavu [3]. 

 

2.3 UV/VIS spektroskopie  

Mezi metody UV/VIS spektroskopie patŚ² metody vyuģ²vaj²c² absorpci 

elektromagnetick®ho z§Śen² l§tkami v oblasti ultrafialov®ho a viditeln®ho spektra. 

Jednotliv® metody se liġ² pŚ²strojovĨm vybaven²m a m²rou pŚesnosti. Mezi metody 

UV/VIS spektroskopie patŚ² kolorimetrie, fotometrie a spektrofotometrie [3, 8]. 

 

2.3.1 Kolorimetrie  

Jednou z nejstarġ²ch a nejjednoduġġ²ch fyzik§lnŊ-chemickĨch metod, kter§ vyuģ²v§ 

absorpci z§Śen² l§tkami ve viditeln®m spektru je optick§ metoda kolorimetrie. Tato 
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metoda nevyuģ²v§ pŚ²strojov® vybaven², detekce absorpce je prov§dŊna subjektivnŊ ï

 zrakem [3]. 

Vn²m§n² barev lidskĨm okem 

Lidsk® oko je schopn® detekovat pouze malou oblast z elektromagnetick®ho spektra, 

tato oblast se nach§z² v rozmez²ch vlnovĨch d®lek 380ï760 nm a nazĨv§ se viditelnĨm 

z§Śen²m [22]. Viditeln® svŊtlo se skl§d§ z nŊkolika barev rozdŊlenĨch 

a charakterizovanĨch vlnovĨmi d®lkami viz Obr. 6 [23].  

 

 

Obr. 6. Sloģen² viditeln®ho svŊtla podle barev. PŚevzato dne 30. 3. 2016 z WWW: 

<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Linear_visible_spectrum.svg>. Autorem je uģivatel Gringer. 

 

Schopnost vn²mat barevnost objektŢ je dan§ vlastnostmi objektu, resp. svŊtelnĨm 

z§Śen²m, kterĨ objekt pohlcuje a fotoreceptory lidsk®ho oka (ļ²pky), kter® barvu 

detekuj². Pokud danĨ objekt absorbuje ļ§st viditeln®ho z§Śen², lidsk® oko nevid² barvu 

tohoto absorbovan®ho z§Śen², ale absorpce se navenek projev² barvou komplement§rn². 

Obr. 7 vyjadŚuje komplementaritu z§Śen² (barev) pohlcenĨch a viditelnĨch. 

[7, 13, 14, 24]. 
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Zdrav® lidsk® oko obsahuje tŚi typy ļ²pkŢ citlivĨch na viditelnou oblast z§Śen², pŚiļemģ 

maxim§ln² citlivost ļ²pkŢ je pŚi vlnov® d®lce 550 nm. T®to vlnov® d®lce odpov²d§ barva 

zeleno-ģlut§ [24]. Na Obr. 8 je zn§zornŊna citlivost lidsk®ho oka v z§vislosti na 

vlnovĨch d®lk§ch viditeln® oblasti elektromagnetick®ho spektra. 

 

 

Obr. 8. Citlivost zdrav®ho lidsk®ho oka na vlnov® d®lce. PŚevzato dne 3. 6. 2016 

z WWW:<http://www.microdesignum.cz/clanky/Polovodicove-lasery-a-LED-ky.Html>. Autory ļl§nku, ze 

kter®ho byl obr§zek pŚevzat, jsou: Ing. Robert Krejļ², Doc. Ing. Eduard Hulicius, CSc. 

 

Obr.  7. Komplementarita barev. PŚevzato dne 3. 6. 2016 z WWW: 

<http://www.realcolorwheel.com/rcwplotter. htm>. Autorem je Donald A. Jusko. 

http://www.microdesignum.cz/clanky/Polovodicove-lasery-a-LED-ky.Html
http://www.realcolorwheel.com/rcwplotter.%20htm
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Urļen² koncentrace kolorimetricky 

PŚi urļen² koncentrace l§tky kolorimetricky je porovn§v§n vzorek o nezn§m® 

koncentraci se ġk§lou roztokŢ o zn§mĨch koncentrac²ch ï standardŢ. Touto srovn§vac² 

metodou se s vyuģit²m n§sleduj²c² rovnice 14 urļ² nezn§m§ koncentrace l§tky pŚibliģnŊ 

[3, 7]. 

 ὧ ὰ ὧ ὰ 14 

Kde: c1 = koncentrace standardu, l1 = tlouġŠka absorbuj²c² vrstvy, c2 = nezn§m§ koncentrace l2 = tlouġŠka 

absorbuj²c² vrstvy. 

Avġak jak jiģ bylo Śeļeno v pŚedch§zej²c²ch odstavc²ch, tato metoda je z§visl§ na 

schopnosti vn²m§n² barev a barevnĨch odst²nŢ okem pozorovatele, a proto nen² 

objektivn² a lze ji pouģ²t pouze pro odhad koncentrace. 

 

2.3.2 Fotometrie 

Fotometrie je fyzik§lnŊ-chemick§ metoda vyuģ²vaj²c² absorpci l§tek ve viditeln®m 

spektru elektromagnetick®ho z§Śen². Fotometricky je mŊŚeno zeslabov§n² intenzity toku 

svŊteln®ho paprsku kyvetou se vzorkem. Podle zpŢsobu detekce se rozliġuje metoda 

subjektivn², kdy je detektorem lidsk® oko, a metoda objektivn², kdy je detektorem 

pŚ²stroj ï fotometr [3, 12].  

 

2.3.3 Spektrofotometrie 

Spektrofotometrie je objektivn² metodou, jej²ģ pŚ²strojov® vybaven² umoģŔuje zmŊŚit 

z§Śen², kter® vzorek pohlt². PodrobnŊji se t®to metodŊ vŊnuje kapitola 2.4. 
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2.4 UV/VIS spektrofotometrie 

UV/VIS spektrofotometrie je fyzik§lnŊ-chemick§ metoda, kter§ se Śad² mezi 

molekulovou absorpļn² spektrometrii. Rozsah vlnovĨch d®lek, pŚi kterĨch UV/VIS 

spektrofotometrie pracuje je v rozmez² 200ï800 nm [3, 4, 19]. 

 

2.4.1 Princip  UV/VIS spektrofotometrie 

UV/VIS spektrofotometrie pracuje na principu mŊŚen² energie pohlcen® vzorkem 

(l§tkou) pŚi prŢchodu z§Śen². MŊŚen²m jsou z²sk§na absorpļn² spektra, kter§ jsou 

graficky vyj§dŚena jako z§vislost absorbance na vlnov® d®lce. Absorpc² 

elektromagnetick®ho z§Śen² molekulou dojde ke zmŊnŊ elektronov®ho stavu dan® l§tky 

(molekuly) ï dojde k elektronovĨm pŚechodŢm. JinĨmi variantami spekter jsou 

z§vislosti transmitance nebo extinkļn²ho koeficientu na vlnov® d®lce. NejļastŊji se 

vyuģ²v§ mŊŚen² absorbance, pŚiļemģ z§vislost absorbance na koncentraci a tlouġŠce 

kyvety je pops§na matematicko-fyzik§ln² rovnic² 15 plynouc² z Bouguerovaï

LambertovaïBeerova z§kona (zkr§cenŊ LambertovaïBeerova z§kona). Platnost 

LambertovaïBeerova z§kona je omezena na zŚedŊn® roztoky, protoģe tvrzen², ģe 

extinkļn² koeficient je nez§vislĨ na koncentraci l§tky pŚi dan® vlnov® d®lce, se vztahuje 

pouze na zŚedŊn® roztoky do koncentrace 10ī2 mol dmī3. U roztokŢ s koncentrac² nad 

10ī2 mol dmī3 je extinkļn² koeficient z§vislĨ na indexu lomu roztoku, a tud²ģ nen² 

koeficientem [8, 18]. Extinkļn² koeficient je pro rŢzn® l§tky charakteristickĨ. 

 ὃ ‐z ὧz Ὠ 
15 

Kde: A = absorbance, Ң = mol§rn² absorpļn² (extinkļn²) koeficient, c = l§tkov§ koncentrace, 

d = d®lka kyvety. 

 

2.4.2 Elektronov® pŚechody 

Jak jiģ bylo uvedeno, za norm§ln²ch podm²nek se molekuly nach§zej² v z§kladn²m 

elektronov®m stavu o energii E0. Energie z§kladn²ho elektronov®ho stavu je definov§na 
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souļtem z§kladn² elektronov® energie Ee, vibraļn² energie Ev a energie rotaļn² Er. Jejich 

vztah je vyj§dŚen rovnic² 16 [25]. 

 Ὁ Ὁ Ὁ Ὁ 
16 

Kde E0 = energie z§kladn²ho elektronov®ho stavu, Ee = z§kladn² elektronov® energie, Ev = vibraļn² 

energie, Er = rotaļn² energie. 

Pohlcen²m urļit®ho kvanta fotonŢ pŚejde molekula ze z§kladn²ho stavu do stavu 

excitovan®ho. Pokud dojde k absorpci kvant fotonŢ za pŚestupu do vyġġ² energetick® 

hladiny, hovoŚ² se o absorpci. Jestliģe dojde k vyz§Śen² kvant fotonŢ pŚi pŚechodu 

z vyġġ² energetick® hladiny na niģġ², hovoŚ² se o emisi z§Śen². Sch®ma absorpce a emise 

je vyobrazen® na Obr. 9. 

 

 

Obr. 9. Absorpce a emise. PŚevzato dne 5. 3. 2016 z [3] 

 

ExcitovanĨ stav je energeticky bohatġ² a tud²ģ m§ kratġ² dobu ģivotnosti neģ stav 

z§kladn². Doba ģivotnosti excitovanĨch stavŢ se ud§v§ v Ś§dech 10ī 9 s [3]. Molekuly 

pŚech§z² z excitovan®ho stavu do stavu z§kladn²ho deexcitaļn²mi pŚechody. Energie, 
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kterou molekula pŚijala k pŚechodu ze z§kladn²ho do excitovan®ho stavu, se rovn§ 

energii, kterou dan§ molekula pŚedala, aby se vr§tila zpŊt na z§kladn² hladinu. Tento dŊj 

je pops§n obmŊnŊnou BohrovouïEinsteinovou rovnic² 17 [4]. 

 ɝὉ Ὁ  Ὁ Ὤ’ ɝὉ ɝὉ ɝὉ 
17 

Kde: ῳὉ = zmŊna energie, Ὁ= excitovanĨ elektronovĨ stav, Ὁ  z§kladn² elektronovĨ stav, 

ῳEe = zmŊna z§kladn²ch elektronovĨch energi², ῳEv = zmŊna vibraļn²ch energi², ῳEr = zmŊna rotaļn² 

energie. 

Elektronov® pŚechody vyvolan® absorpc² svŊtla mohou prob²hat z rŢznĨch vibraļn²ch 

a rotaļn²ch stavŢ z§kladn²ho elektronov®ho stavu do libovolnĨch vibraļn²ch a rotaļn²ch 

stavŢ elektronovŊ excitovan®ho stavu. 

Energie, kter§ je potŚebn§ na pŚechod mezi elektronovĨmi stavy je mnohem vŊtġ² 

(ȹEe ~ 150ï600 kJ/mol) neģ energie, kter§ je vyģadov§na na pŚechody mezi vibraļn²mi 

stavy (ȹEv ~ 2ï60 kJ/mol) a rotaļn²mi stavy (ȹEr ~ 3 kJ/mol). Proto pokud dojde 

k pŚechodu mezi elektronovĨmi stavy, tak z§roveŔ dojde k excitaci vibraļn²ch 

a rotaļn²ch hladin molekuly (Obr. 10). VĨsledn® absorpļn² ultrafialov® spektrum l§tky 

m§ charakter p§sovĨ, protoģe jednotliv® pŚechody nelze vŊtġinou rozliġit [6, 25].  
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Obr. 10. Sch®ma energetickĨch hladin. PŚevzato dne 5. 3. 2016 z [6]. 

 

Elektronov® pŚechody organickĨch slouļenin 

Ke zn§zornŊn² excitovanĨch polyatomovĨch molekul se pouģ²v§ Jablonskiho diagram 

(Obr. 11). Jejich struktura je tak komplikovan§, ģe ji nelze zn§zornit MorseovĨmi 

kŚivkami, viz Obr. 12. VnŊjġ² atomy organickĨch molekul vŊtġinou m²vaj² sudĨ poļet 

elektronŢ. V z§kladn²m stavu jsou elektrony sp§rovan®, tento stav se oznaļuje jako 

singletovĨ S0. Absorpc² svŊtla nemus² doj²t ke zmŊnŊ spinu a  t²mto pochodem vznik§ 

excitovanĨ singletovĨ stav Sn. U excitovan®ho singletov®ho stavu mŢģe doj²t k inverzi 

spinu za vzniku tzv. tripletov®ho stavu Tn. V tripletov®m stavu jsou spiny obou 

elektronŢ shodn®, tud²ģ jsou nesp§rovan®. PŚechod mezi singletovĨm a tripletovĨm 

stavem je spinovŊ zak§zanĨ a poskytuje p§sy s nejmenġ² intenzitou (Ўmax ~ 100). Naopak 

p§sy s nejvŊtġ² intenzitou (Ўmax ~ 104ï105 l/mol*cm) tvoŚ² spinovŊ dovolen® pŚechody. 



 

21 

 

Jako spinovŊ dovolen® pŚechody se oznaļuj² pŚechody ze singletov®ho stavu do 

singletov®ho stavu, nebo pŚechody z tripletov®ho stavu do tripletov®ho stavu. Na 

Jablonskiho diagramu jsou vlnitĨmi ġipky demonstrov§ny spinovŊ dovolen® a spinovŊ 

zak§zan® pŚechody. PŚ²kladem spinovŊ dovolen®ho pŚechodu mŢģe bĨt napŚ. pŚechod 

z S2 do S1 a pŚ²kladem spinovŊ zak§zan®ho pŚechodu mŢģe bĨt pŚechod z S2 do T2. Na 

Obr. 11 je jeġtŊ zn§zornŊna fosforescence (īh *  ɜp) a fluorescence (īh *  ɜf). Lze tedy 

vyļ²st, ģe fosforescence je emise svŊtla pŚi pŚechodu z prvn²ho tripletov®ho stavu do 

stavu z§kladn²ho a fluorescence je emise svŊtla pŚi pŚechodu z prvn²ho singletov®ho 

stavu do stavu o z§kladn² energii [6, 26].  

 

Obr. 11. Jablonskiho diagram. PŚevzato dne 5. 3. 2016 z [6]. 
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Obr. 12. Morseovy kŚivky. PŚevzato dne 5. 3. 2016 z [6] 

 

Intramolekul§rn² elektronov® pŚechody organickĨch slouļenin 

Organick® slouļeniny obsahuj² 3 typy elektronŢ, a to elektrony typu ů,  ́a nevazebn® 

elektrony n. Jednotliv® typy elektronŢ se rozliġuj² podle toho, v kter®m molekulov®m 

orbitalu se nach§zej². A tyto molekulov® orbitaly leģ² v rŢznĨch energetickĨch 

hladin§ch, jak je zn§zornŊno na Obr. 13. 

 

 

Obr. 13. Energie hladin molekulovĨch orbitalŢ 
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PŚi absorpci z§Śen² v UV nebo VIS oblasti mŢģe doj²t ke ļtyŚem typŢm 

pŚechodŢ  [3, 25].  

1.  PŚechod z vazebn®ho orbitalu ů do antivazebn®ho orbitalu ů* 

Aby doġlo k pŚechodŢm elektronŢ z vazebn®ho orbitalu ů do antivazebn®ho 

orbitalu ů*, je nutn® dodat velkou energii. Tento typ pŚechodu lze pozorovat pŚi 

absorpci kr§tkovlnn®ho z§Śen² ï vakuov® oblasti pod 200 nm. Uhlovod²ky 

s jednoduchĨmi vazbami se proto pouģ²vaj² v UV/VIS spektrofotometrii jako 

rozpouġtŊdla pro mŊŚen² spekter jinĨch l§tek [3, 4, 27, 28].  

2. PŚechod z nevazebn®ho orbitalu n do antivazebn®ho orbitalu ů* 

Pro pŚechod l§tek z nevazebn®ho orbitalu n do antivazebn®ho orbitalu ů* je 

nutn®, aby l§tka obsahovala atom s volnĨmi elektronovĨmi p§ry. Na excitaci 

volnĨch elektronovĨch p§rŢ z nevazebn®ho atomu nen² potŚeba dod§n² takov® 

energie, jak® je potŚeba k excitaci vazebnĨch ů elektronŢ. Vznikl® p§sy maj² 

absorpļn² maxima kolem 200 nm. U l§tek, kter® obsahuj² silnŊ elektronegativn² 

atomy, je absorpce opŊt pod 200 nm a ned§ se pomoc² UV/VIS spektrometrie 

zmŊŚit [3, 4, 27 28]. 

3. PŚechod z vazebn®ho orbitalu ˊ do antivazebn®ho orbitalu ˊ* 

PŚechod z vazebn®ho orbitalu ˊ do antivazebn®ho orbitalu ˊ* je typickĨ pro 

slouļeniny obsahuj²c² ve sv® molekule n§sobn® vazby. Ļ²m m§ l§tka v²ce 

konjugovanĨch vazeb, t²m je absorpļn² maximum posunuto k delġ²m vlnovĨm 

d®lk§m, neboŠ u l§tek s konjugovanĨmi dvojnĨmi vazbami doch§z² ke zvĨġen² 

energie nejvyġġ²ho vazebn®ho orbitalu a ke sn²ģen² energie nejniģġ²ho 

antivazebn®ho orbitalu. T²m dojde ke sn²ģen² rozd²lu energie, kter§ je potŚebn§ 

k pŚechodu mezi nimi. U aromatickĨch slouļenin obsahuj²c² vŊtġ² poļet 

konjugovanĨch nenasycenĨch vazeb je rozd²l energie mezi hladinami -́ˊ* tak 

malĨ, ģe jejich absorpļn² maxima se nach§zej² pŚi vlnovĨch d®lk§ch, kter® n§leģ² 

do viditeln® oblasti [3, 4, 27, 28] 

4. PŚechod z nevazebn®ho orbitalu  n do antivazebn®ho orbitalu ˊ* 

Pokud molekula obsahuje kromŊ dvojnĨch vazeb i atomy s volnĨm 

elektronovĨm p§rem dojde k pŚechodu elektronŢ mezi hladinami n-ˊ*. PŚechod 
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je m®nŊ energeticky n§roļnĨ, neģ je tomu u pŚechodu -́ˊ* a absorpļn² maxima 

leģ² v oblasti delġ²ch vlnovĨch d®lek. PŚ²tomnost² atomŢ s volnĨm elektronovĨm 

p§rem je ovlivnŊn i pŚechod -́ˊ*, neboŠ nŊkter® atomy ļi skupiny s volnĨm 

elektronovĨm p§rem, kter® leģ² mezi n§sobnĨmi vazbami, znemoģŔuj² 

konjugaci [3, 4, 27, 28]. 

 

Elektronov® pŚechody v komplexech kovŢ 

Komplexy kovŢ jsou tvoŚeny iontem kovu M a ligandy L. Vazba v komplexech kovŢ je 

klasifikov§na jako vazba kovalentn² pol§rn². Ligand se chov§ jako Lewisova b§ze ï je 

d§rcem, donorem, elektronov®ho p§ru a centr§ln² atom je pŚ²jemcem, akceptorem, 

elektronov®ho p§ru, tedy Lewisovou kyselinou. Absorpļn² p§sy komplexŢ jsou z§visl® 

na povaze vazby mezi M a L [29]. Zkoum§n²m absorpļn²ch spekter komplexŢ kovŢ 

byly zjiġtŊno, ģe existuj² tŚi typy z§kladn²ch elektronovĨch pŚechodŢ, kter® se mohou 

uskuteļnit mezi iontem kovu a ligandem [3]. 

1. Elektronov® pŚechody d-d 

U tohoto typu pŚechodu hraje roli tzv. teorie krystalov®ho a ligandov®ho pole. 

RŢzn® ligandy maj² rŢznou schopnost ġtŊpit hladiny orbitalŢ d centr§ln²ho atomu 

v komplexech kovŢ. M²ra schopnosti ġtŊpit tyto hladiny je d§na pŚedevġ²m 

m²rou kovalentn² interakce s centr§ln²m atomem. Podle vĨbŊrovĨch pravidel 

jsou elektronov® pŚechody d-d form§lnŊ zak§zan® a maj² proto velmi n²zkou 

intenzitu absorpļn²ch p§sŢ (Ů ~ 10ï200 pro jednoelektronov® pŚechody, Ů < 10 

pro dvouelektronov® pŚechody) [3, 30].  

2. Charge-transfer pŚechody 

Charge-transfer pŚechody prob²haj² u dvojic l§tek, z nichģ jedna se chov§ jako 

donor a druh§ jako akceptor elektronŢ. Mezi donorem D a akceptorem A 

doch§z² k pŚenosu elektronu z jedn® ļ§sti molekuly na druhou za vzniku 

donor-akceptorov®ho komplexu D-A. Jestliģe donor-akceptorovĨ komplex 

absorbuje svŊteln® z§Śen², tak se v jeho absorpļn²m spektru uk§ģe tzv. CT-p§s 

(charge-transfer p§s), kterĨ vznikl pŚechodem elektronu ze z§kladn²ho 
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vazebn®ho ˊ orbitalu nebo nevazebn®ho n orbitalu donoru na antivazebnĨ orbital 

akceptoru ́ *. Tento typ pŚechodu je energeticky m®nŊ n§roļnĨ, neģ by tomu 

bylo pŚi samostatn®m pŚechodu elektronŢ donoru nebo akceptoru. StejnŊ tak 

absorpļn² maximum CT-p§sŢ leģ² v oblasti jinĨch vlnovĨch d®lek, neģ by leģelo 

absorpļn² maximum donoru nebo akceptoru. Z hlediska intenzity je intenzita 

CT pŚechodŢ mnohem vyġġ² (absorpļn² p§s m§ hodnotu Ů ~ 102ï104) neģ 

u pŚechodŢ d-d [3, 4]. 

3. PŚechody v r§mci ligandu 

Absorpļn² p§sy komplexŢ spojen® s elektronovĨmi pŚechody v ligandech jsou 

velmi intenzivn², jejich intenzita nabĨv§ hodnot Ů ~ 103ï105 a je z§visl§ na 

povaze vazby v komplexu [3].  

 

2.4.3 Instrumentace 

Existuje mnoho rŢznĨch typŢ UV/VIS spektrofotometrŢ liġ²c²ch se pouģitĨmi 

souļ§stmi. Experiment§ln² uspoŚ§d§n² je vġak stejn®.  

NehledŊ na typ UV/VIS spektrofotometru mus² kaģdĨ UV/VIS spektrofotometr 

obsahovat: zdroj z§Śen², monochrom§tor, absorbuj²c² prostŚed² (kyveta se vzorkem), 

detektor z§Śen² a vĨstupn² ļi Ś²d²c² zaŚ²zen² (poļ²taļ) [3, 31].  

 

Zdroj e z§Śen² 

UV/VIS spektrometry maj² zdroj, kterĨ emituje elektromagnetick® z§Śen² v rozsahu od 

190 do 900 nm. NŊkter® pŚ²stroje umoģŔuj² kromŊ viditeln® a ultrafialov® oblasti mŊŚit 

i v bl²zk® infraļerven® oblasti (NIR).  

UV/VIS spektrofotometry nejļastŊji disponuj² dvŊma zdroji z§Śen², jeden zdroj pro 

viditelnou oblast a druhĨ pro ultrafialovou oblast.  
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Zdroje z§Śen² pro viditelnou oblast 

Jako zdroj z§Śen² pro viditelnou oblast (330ï900 nm) se pouģ²vaj² wolframov® nebo 

halogenov® lampy. NevĨhodou wolframov® lampy je jej² niģġ² ģivotnost, kter§ je 

zpŢsoben§ vyġġ² pracovn² teplotou wolframov® c²vky a n§slednĨm odpaŚov§n²m 

wolframu. OdpaŚenĨ wolfram se sr§ģ² na stŊnŊ chladnŊjġ² sklenŊn® baŔky a zpŢsob² 

sn²ģen² vyzaŚovan® energie (pohlt² ļ§st emitovan®ho z§Śen²). Tento probl®m je ŚeġitelnĨ 

pouģit²m halogen-wolframov® ģ§rovky. Halogen je pŚidanĨ do sklenŊn® baŔky 

s wolframovĨm vl§knem. Po zahŚ§t² se zaļnou uvolŔovat p§ry halogenu (j·du), kterĨ s 

odpaŚenĨm wolframem vytvoŚ² jodid wolframnatĨ. PŚi styku s wolframovou c²vkou se 

jodid wolframnatĨ sr§ģ² na wolframov® c²vce, nikoliv na jen na sklenŊn® baŔce. 

TlouġŠka wolframov® c²vky proto zŢst§v§ t®mŊŚ stejn§ a kondenzace odpaŚen®ho 

wolframu na sklenŊn® baŔce je znaļnŊ sn²ģena. Ģivotnost wolfram-halogenov® lampy je 

tedy zhruba dvojn§sobnŊ vyġġ², neģ tomu je u ģ§rovky wolframov® [18, 19, 23]. 

 

Zdroje z§Śen² pro ultrafialovou oblast 

Pro ultrafialovou oblast (pod 350 nm) jsou nejv²ce pouģ²v§ny vod²kov® nebo deuteriov® 

vĨbojky (viz Obr. 14). ObŊ vĨbojky emituj² z§Śen² o vlnovĨch d®lk§ch v rozsahu od 

160 do 375 nm. ObŊ ģ§rovky obsahuj² wolframovou c²vku, kter§ je upevnŊna na 

tenkostŊnnou kŚemennou vĨbojku a je pouģ²v§na jako kladn§ elektroda ï anoda. Jako 

z§porn§ elektroda ï katoda slouģ² dvojit§ wolframov§ c²vka, kter§ je namontov§na 

boļnŊ. BaŔka je naplnŊna vod²kem nebo deuteriem pŚi n²zk®m tlaku (cca 10 Torr). 

VĨboje mezi anodou a katodou jsou omezov§ny prostŚednictv²m kovu s vysokĨm 

bodem t§n² (molybden), ve kter®m je malĨ prŢŚez (1 mm2). Omezen²m vĨboje doch§z² 

ke zlepġen² vĨnosu z§Śen² [8, 18, 19, 32].  
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Obr. 14. Deuteriov§ lampa. 

PŚevzato dne 16. 2. 2016 z WWW: http://www.spectralproducts.com/files/attach/images/190/190/41af6ce

37f45e9267d13cdfb68fba8ba.jpg 

 

Zdroj z§Śen² pro viditelnou a ultrafialovou oblast 

Cel® kontinuum z§Śen² od ultrafialov® oblasti do bl²zk® infraļerven® oblasti jsou 

schopny emitovat xenonov® vĨbojky (180ï2500 nm). Tyto vĨbojky poskytuj² vysokĨ 

vĨkon z§Śen², vyr§b² se od vĨkonu 75 W aģ po nŊkolik kW. Pro svŢj vysokĨ vĨkon 

z§Śen² bĨvaj² vyuģ²v§ny ve fluorescenļn² a luminiscenļn² spektroskopii. Takov® 

vĨbojky obsahuj² kŚemennou baŔku, kterĨ je naplnŊna xenonem pŚi vysok®m tlaku. 

Tlak uvnitŚ baŔky jeġtŊ roste pŚi provozu vĨbojky, a proto je tlouġŠka kŚemenn® baŔky 

vŊtġ², neģ je tomu u deuteriovĨch ļi vod²kovĨch vĨbojek. VĨhodou xenonovĨch 

vĨbojek je, ģe nevyģaduj² ļas pro zahŚ§t² lampy pŚed samotnĨm mŊŚen²m, coģ bĨv§ u 

deuteriovĨch lamp zhruba 1ï2 hodiny, a dosahuj² pln®ho vĨkonu ihned po zapnut². Tato 

jejich pŚednost je vġak kompenzov§na jejich vyġġ² cenou [18, 19, 32].  

 

Monochrom§tor 

Monochrom§tor je optick® zaŚ²zen², kter® slouģ² k vymezen² urļit® spektr§ln² ļ§sti 

a pomoc² monochrom§toru se z polychromatick®ho z§Śen² z²sk§ z§Śen² o jedn® vlnov® 

d®lce. 

http://www.spectralproducts.com/files/attach/images/190/190/41af6ce37f45e9267d13cdfb68fba8ba.jpg
http://www.spectralproducts.com/files/attach/images/190/190/41af6ce37f45e9267d13cdfb68fba8ba.jpg
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Monochrom§tor se skl§d§ ze vstupn² a vĨstupn² ġtŊrbiny, z disperzn²ho prvku (mŚ²ģka, 

hranol) a z pomocn® optiky (ļoļka, zrcadla). Polohu ġtŊrbiny nelze zmŊnit, poģadovan® 

vlnov® d®lky je dosaģeno ot§ļen²m disperzn²ho prvku. K rozkladu svŊtla se pouģ²v§ 

mŚ²ģka nebo hranol, ļastŊji bĨv§ ve spektrometrech uģ²v§na mŚ²ģka kvŢli lepġ² 

rozliġovac² schopnosti. Sch®ma monochrom§toru je uveden® na Obr. 15. 

 

Obr. 15. Sch®ma monochrom§toru. PŚevzato dne 12. 4. 2016 z WWW:< 

http://search.newport.com/?x2=sku&q2=CS260-RG-2-FH-A> a poupraveno z dŢvodu nutnosti popisu 

obr§zku v ļesk®m jazyce.  

Spektrofotometry lze rozdŊlit na dvoupaprskov® a jednopaprskov® podle toho, kolik 

monochrom§torŢ obsahuj². Jednopaprskov® pŚ²stroje maj² jeden monochrom§tor 

a dvoupaprskov® dva. VĨhodou dvoupaprskovĨch pŚ²strojŢ je pŚ²tomnost dŊliļe 

paprskŢ, pomoc² nŊhoģ se svŊtlo rozdŊl² do dvou paprskŢ od sebe vzd§lenĨch 10ï

15 cm. Jeden paprsek proch§z² kyvetou srovn§vac² (referenļn², blank) obsahuj²c² pouze 

rozpouġtŊdlo nebo vzduch a druhĨ paprsek proch§z² kyvetou se vzorkem rozpuġtŊnĨm 

v odpov²daj²c²m rozpouġtŊdle. U jednopaprskovĨch spektrofotometrŢ je nutn® zmŊŚit 

nejprve referenļn² vzorek (blank) a pot® teprve zmŊŚit zkouman® vzorky [3, 18, 19, 31]. 

Z²skan§ spektra je pak nutn® matematicky odeļ²st. Sch®ma z§kladn²ch ļ§st² 

jednopaprskov®ho spektrofotometru je uvedeno na Obr. 16, sch®ma dvoupaprskov®ho je 

na Obr. 17. 

http://search.newport.com/?x2=sku&q2=CS260-RG-2-FH-A
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Obr. 16. Sch®ma z§kladn²ch ļ§st² jednopaprskov®ho spektrofotometru 

 

Obr. 17. Sch®ma z§kladn²ch ļ§sti dvoupaprskov®ho spektrofotometru 

 

Pomocn§ optika 

Mezi pomocnou optiku se Śad² zrcadla, ļoļky a clony. Zrcadla se rozliġuj² na rovinn§ 

a kulov§. VŊtġ² vyuģit² v UV/VIS spektrometrii maj² zrcadla rovinn§. Zrcadla slouģ² 

k odr§ģen² svŊteln®ho toku z§Śen² ï paprsku. Funkci zaostŚov§n² svŊteln®ho z§Śen² pln² 

dalġ² ļ§st pomocn® optiky ï ļoļky. K usmŊrnŊn², vymezen² a odst²nŊn² svazku paprskŢ 

slouģ² clony [3, 19, 31]. 

Absorbuj²c² prostŚed² ï n§doby vhodn® k mŊŚen²  

Absorbuj²c²m prostŚed²m je kyveta se vzorkem. Kyvety se rozliġuj² podle velikosti na 

makro-kyvety, semimikro-kyvety, mikro-kyvety, ultramikro-kyvety. D§le se kyvety 
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rozliġuj² podle d®lky optick® dr§hy a v neposledn² ŚadŊ se rozliġuj² podle typu materi§lu, 

z kter®ho jsou kyvety vyroben® na sklenŊn®, plastov® a kŚemenn®. Kyvety mohou bĨt 

vyroben® z obyļejn®ho skla (draselno-sodn®ho) nebo z plastu (akryl§tu). Akryl§tov® 

kyvety jsou postaļuj²c² pro mŊŚen² ve viditeln® oblasti, avġak jsou nevhodn® pro mŊŚen² 

v ultrafialov® oblasti kvŢli materi§lu, z nichģ jsou vyrobeny. Obyļejn® sklo a akryl§t 

absorbuj² z§Śen² v ultrafialov® oblasti. Kyvety vhodn® pro mŊŚen² jak v ultrafialov® tak 

ve viditeln® oblasti jsou kyvety kŚemenn® a speci§ln² plastov® [19, 32]. 

D§le se kyvety daj² rozdŊlit podle doby ģivotnosti na kyvety na jedno pouģit² a na 

kyvety, kter® lze po dŢkladn®m omyt² a oschnut² opŊtovnŊ pouģ²t. Pro ļiġtŊn² kyvet se 

doporuļuje pouģ²t detergentn² pŚ²pravek, omyt² vodou a pŚ²padnŊ  pouģ²t chroms²rovou 

smŊs [19, 32]. Pro bŊģn® ļistŊn² je vġak dostaļuj²c² omĨt sklenŊn® kyvety detergentn²m 

pŚ²pravkem a opl§chnout acetonem, u plastovĨch kyvet se na ļiġtŊn² pouģ²v§ 

detergentn² pŚ²pravek a opl§chnut² kyvet ethanolem. 

Detektory  

Detektory jsou zaŚ²zen² slouģ²c² ke sledov§n² paprsku z§Śen², kter® proġlo kyvetou. 

Principem detektorŢ je pŚemŊna energie svŊteln®ho z§Śen² dopadaj²c² na detektor na 

elektrickĨ sign§l. Detektory vyuģ²van® ve spektrofotometrii jsou fotodiody, fotoļl§nky, 

foton§sobiļe, detektory CCD (charge-coupled device), soustavy fotodiod (photodiode 

arrays) [3, 19, 43]. 

Mezi nejv²ce pouģ²van® detektory v UV/VIS spektrometrii patŚ² fotodioda kŚem²kov§, 

kter§ pracuje v rozsahu vlnovĨch d®lek od 350 nm do 1100 nm. Z foton§sobiļŢ jsou 

nejv²ce vyuģ²van® foton§sobiļe pouģ²vaj²c² fotokatodu tvoŚenou indiem, galiem ļi 

arsenem. Dokonalejġ² zpŢsob sledov§n² svŊteln®ho z§Śen² zajiġŠuj² detektory 

s diodovĨm polem (Obr. 18) tzv. photodiode arrays, v tomto pŚ²padŊ je sign§l 

detekovanĨ Śadou citlivĨch fotodiod [3, 23].  
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Obr. 18. Detektor s diodovĨm polem. PŚevzato s laskavĨm svolen²m Hamamatsu Photonics K. K dne 

31. 3. 2016 z WWW: < http://www.hamamatsu.com/jp/en/product/alpha/P/4105/S4111-46Q/index.html> 

 

2.4.4 Vyuģit² spektrofotometrie 

UV/VIS spektrofotometrie nach§z² sv® vyuģit² v kvantitativn² i v kvalitativn² analĨze. 

Touto metodou lze analyzovat l§tky anorganick® i organick®. AnalĨza pomoc² UV/VIS 

spektrofotometrie se uģ²v§ pŚedevġ²m v l®kaŚstv², v biochemii, v klinick®m testov§n² 

l®ļiv, v potravin§Śstv² pŚi kontrole jakosti ļi v ekologii pŚi kontrole l§tek pŚ²tomnĨch 

v ģivotn²m prostŚed². VĨhodou spektrofotometrie oproti jinĨm analytickĨm metod§m je 

snadnost, rychlost, dostateļn§ citlivost mŊŚen² a n²zk§ finanļn² n§kladnost. To se tĨk§ 

pŚ²strojŢ pro bŊģn§ pouģit² v akreditovanĨch laboratoŚ²ch, kde se poŚizovac² cena 

pŚ²stroje s pŚ²sluġenstv²m pohybuje od 200 do 700tis. korun. V²ce je tato metoda 

vyuģ²v§na pro kvantitativn² analĨzu. Kvalitativn² analĨza nen² obvykle jednoznaļn§ 

a k identifikaci l§tek je nutn® pouģ²t jeġtŊ dalġ² metody (IĻ, NMR, hmotnostn² 

spektroskopie) [3, 8, 31, 32]. 

 

Kvalitativn² analĨza 

Poloha a vĨġka absorpļn²ch p§sŢ z§vis² na elektronovĨch pŚechodech dan® l§tky pŚi 

absorpci z§Śen². Absorpļn² p§sy jsou ovlivnŊny jak strukturou l§tky, tak pouģitĨm 

http://www.hamamatsu.com/jp/en/product/alpha/P/4105/S4111-46Q/index.html
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rozpouġtŊdlem. Kvalitativn² analĨza spoļ²v§ ve zmŊŚen² absorpļn²ho spektra zkouman® 

l§tky a n§sledn®ho porovn§n² tohoto spektra s knihovnou absorpļn²ch spekter ļistĨch 

l§tek. T®to metody se vyuģ²v§ pŚedevġ²m pŚi posuzov§n² ļistoty rŢznĨch organickĨch 

l§tek. Pro jednoznaļnou identifikaci l§tek nen² UV/VIS spektrofotometrie dostaļuj²c², 

protoģe analyzovan§ l§tka se vŊtġinou objevuje ve smŊs²ch, kter® ovlivŔuj² absorpļn² 

spektrum. Z²skan® spektrum vġak napov² Śadu informac² o charakteru struktury 

zkouman® l§tky a pot® lze vhodnŊ zvolenou metodou jednoznaļnŊ zkoumanou l§tku 

stanovit [3, 34].  

 

Kvantitativn² analĨza 

NejvŊtġ² vyuģit² m§ UV/VIS spektrofotometrie pro kvantitativn² analĨzu ï stanoven² 

l§tek pŚi platnosti LambertovaïBeerova z§kona. V kapitole 2.4.1 byl jiģ tento z§kon 

diskutov§n. Z§kon plat² pro zŚedŊn® roztoky do koncentrac² 10ī2 mol/dm3. Pro stanoven² 

koncentrace analyzovan® l§tky se vyuģ²v§ pŚedevġ²m metody kalibraļn² kŚivky nebo 

metody standardn²ho pŚ²davku. 

 

Metoda kalibraļn² kŚivky 

Metoda kalibraļn² kŚivka pŚedstavuje univers§ln² zpŢsob stanoven² koncentrace analytu. 

Tato metoda je pomŊrnŊ ļasovŊ n§roļn§, protoģe pro vytvoŚen² kalibraļn² z§vislosti je 

nutn® pŚipravit dostateļnĨ poļet standardn²ch roztokŢ (roztokŢ o zn§m® koncentraci). 

Pro tvorbu kalibraļn² kŚivky je potŚebn® zmŊŚit absorpļn² spektrum analyzovan® l§tky, 

ze kter®ho lze vyļ²st hodnotu absorpļn²ho maxima (vlnov§ d®lka v nm) ļi urļit jinou 

vlnovou d®lku, kter§ je pro mŊŚen² absorbance vhodn§. Z hodnot absorbanc² z²skanĨch 

zmŊŚen²m standardn²ch roztokŢ je sestavena kalibraļn² kŚivka, kter§ vyjadŚuje z§vislost 

absorbance na koncentraci analytu pŚi zvolen® vlnov® d®lce. Mnoh® spektrofotometry 

jsou schopn® kalibraļn² kŚivku vytvoŚit pomoc² zadan®ho regresn²ho modelu 

i s vĨpoļtem regresn²ho koeficientu. Regresn² koeficient (nŊkdy nazĨv§n jako index 

spolehlivosti) znaļ² m²ru odchylek od kalibraļn² z§vislosti. Pokud nŊkterĨ ze standardŢ 

(standardn²ch roztokŢ) vykazuje vysokou m²ru odchylky, je vhodn® tento standard 
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eliminovat. Spektrofotometry, kter® jsou schopny vytvoŚit kalibraļn² z§vislost 

s regresn²m koeficientem, vŊtġinou disponuj² funkc² deaktivace odlehlĨch standardŢ. 

Teprve po sestaven² kalibraļn² z§vislosti s regresn²m koeficientem bl²ģ²c²m se hodnotŊ 

1,0 (vysokĨ index spolehlivosti) je moģn® pŚej²t k mŊŚen² vzorkŢ obsahuj²c²ch danĨ 

analyt. Ze z²skan® hodnoty absorbance se na kalibraļn² kŚivce odeļte odpov²daj²c² 

koncentrace analytu ve vzorku [3]. 

 

Metoda standardn²ho pŚ²davku 

Metoda standardn²ho pŚ²davku je vhodn§ v pŚ²padŊ, kdy kromŊ stanovovan®ho analytu 

absorbuje z§Śen² i nŊkter§ dalġ² ļ§st vzorku. PŚi stanoven² se postupuje tak, ģe se 

pŚiprav² sada odmŊrnĨch banŊk, do kaģd® baŔky je odmŊŚen vģdy stejnĨ objem 

analyzovan®ho roztoku. Do prvn² baŔky se roztok standardu nepŚid§v§, ale do dalġ²ch 

banŊk se pŚid§vaj² objemy roztoku standardu tak, aby jejich pŚid§van® objemy tvoŚily 

aritmetickou Śadu. OdmŊrn® baŔky jsou doplnŊny po rysku rozpouġtŊdlem a u takto 

pŚipravenĨch standardŢ je zmŊŚena jejich absorbance. Koncentrace analyzovan® l§tky 

ve vzorku se vypoļ²t§ za pouģit² vztahu uvedenou rovnic² 18 [3]. 

 ὧ

ὧ

ὃ

ὃ
 18 

Kde: cx = koncentrace analytu, cs = koncentrace standardu, Ax = absorbance analytu, As = absorbance 

standardu. 

 

RŢzn® typy a vyuģit² spektrofotometrickĨch stanoven² jsou uvedena d§le. 

Jednosloģkov§ analĨza 

¶ Spektrofotometrick® stanoven² kovŢ pomoc² komplexotvornĨch ļinidel 

Kationty kovŢ, kter® neabsorbuj² svŊtlo ve viditeln® oblasti, nebo ho absorbuj² 

velmi m§lo, lze pŚev®st na tzv. silnŊ barevn® slouļeniny pomoc² 

komplexotvornĨch ļinidel. Jako silnŊ barevn® slouļeniny se oznaļuj² barevn® 

slouļeniny, jejichģ absorpļn² p§sy maj² extinkļn² koeficient vŊtġ² neģ  

104 l molī1 cmī1. Mezi vhodn® komplexotvorn® l§tky patŚ² difenylthiokarbazon, 
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 1-(2-pyridylazo)-2-naftol, 8-hydroxychinolin, formaldoxim, 1,10-fenantrolin, 

2,2Ë-bipyridyl, N-benzoyl-N-fenylhydroxylamin, morin a thiokyanatĨ ion. 

Komplexotvorn§ ļinidla mohou tvoŚit komplexy s velkĨm mnoģstv²m kovŢ, 

nejsou tedy selektivn², natoģ specifick§. Selektivita barevnĨch reakc² z§vis² na 

zvolen®m reakļn²m ļinidle, oxidaļn²m ļ²sle kovu, na hodnotŊ pH a pŚedevġ²m 

na konstantŊ stability vznikaj²c²ho komplexu. Pomoc² vhodnŊ zvolenĨch 

podm²nek jsou ze vzorku vylouļeny prvky (l§tky), kter® nejsou schopny tvoŚit 

s ļinidlem komplex. A za vyuģit² tzv. maskovac²ch ļinidel jsou eliminov§ny 

dalġ² neģ§douc² prvky, kter® vytvoŚ² komplex s maskovac²m ļinidlem, a tento 

komplex uģ nen² schopen d§le reagovat s pouģitĨm komplexotvornĨm ļinidlem. 

Azobarviva, reprezentuj²c² organick® slouļeniny, jsou poļetnou sloģkou l§tek 

schopnĨch tvoŚit komplexy s ionty kovŢ. TakovĨ komplex mŢģe bĨt pot® 

extrahov§n vhodnĨm organickĨm rozpouġtŊdlem a vzniklĨ extrakt je pouģit pro 

spektrofotometrick® mŊŚen². T²mto se zabĨv§ extrakļn² spektrofotometrie.  

NŊkter® n²zko-rozpustn® ionty asociovan® s barvivem nemohou bĨt extrahov§ny 

organickĨm rozpouġtŊdlem s n²zkou dielektrickou konstantou, protoģe se sr§ģej² 

na vloļky. RozpouġtŊdlo a vodnĨ roztok lze oddŊlit dekantac² nebo filtrac² 

a sraģeninu pot® rozpustit. K rozpouġtŊn² sraģeniny se obvykle  

pouģ²v§ aceton nebo alkohol. Tento postup popisuje flotaļn² 

spektrofotometrii [18, 35, 36]. 

 

¶ Spektrofotometrick® stanoven² aniontŢ 

Anionty je moģn® stanovit pomoc² metody, kter§ se takt®ģ zamŊŚuje na pŚemŊnu 

aniontŢ pomoc² vhodnĨch reakc² do formy koneļn®ho barevn®ho sledovateln®ho 

produktu. Stanoven² bromidŢ a jodidŢ tvoŚ² vĨjimku, protoģe jejich koncentrace 

mŢģe bĨt stanovena pŚ²mo v organick®m rozpouġtŊdle po oxidaci bromidovĨch 

resp. jodidovĨch iontŢ na brom a j·d. Ostatn² anionty lze stanovit nepŚ²mou 

metodou, kdy jsou anionty pŚevedeny na m§lo rozpustn® sraģeniny. VzniklĨ 

barevnĨ koloidn² roztok lze pot® spektrofotometricky analyzovat [18, 36].  
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¶ Spektrofotometrick§ analĨza vody 

PŚi analĨze vody se stanovuj² nŊkter® prvky ļi ionty ve vodŊ. Existuje mnoho 

metod pro fotometrick® stanoven² prvkŢ, aniontŢ a kationtŢ ve vodŊ. NŊkter® 

firmy distribuuj²c² spektrofotometry nab²zej² moģnost dokoupen² 

tzv. ready-to-use kits. Ready-to-use kits jsou soupravy obsahuj²c² ļinidla pro 

fotometrick® stanoven² l§tek. VĨhodou jejich pouģit² je, ģe nŊkter® spektrometry 

maj² v softwaru pŚedprogramovan® metody a kalibraļn² kŚivky pro dan§ 

stanoven² za vyuģit² pr§vŊ tŊchto ļinidel, coģ urychl² celĨ proces 

stanoven² [18, 37].  

 

¶ Spektrofotometrick® stanoven² organickĨch l§tek 

Organick® l§tky, kter® ve sv® struktuŚe obsahuj² chromofory (seskupen² atomŢ, 

kter® absorbuj² elektromagnetick® z§Śen²) absorbuj² elektromagnetick® z§Śen² 

v ultrafialov® nebo viditeln® oblasti. Obvykle jsou zn§ma katalogizovan§ 

absorpļn² spektra organickĨch l§tek, ale velk§ pozornost se mus² vŊnovat 

pouģit®mu rozpouġtŊdlu a hodnotŊ pH. Obt²ģnost identifikace jedn® organick® 

l§tky spoļ²v§ v pŚ²tomnosti i dalġ²ch l§tek v analyzovan®m vzorku. Absorpļn² 

spektra sloģek se mohou pŚekrĨvat a nen² moģn® urļit koncentraci dan®ho 

analytu podle LambertovaïBeerova z§kona. V tomto pŚ²padŊ je prov§dŊno 

rozdŊlen² smŊsi na sloģky nebo je prov§dŊno stanoven² l§tky pomoc² 

v²cesloģkov® analĨzy. To vġak lze uskuteļnit v  pŚ²padŊ, pokud jsou zn§ma 

absorpļn² spektra kaģd® jednotliv® sloģky ve vzorku. Situace je jeġtŊ zt²ģena, 

pokud jedna z organickĨch sloģek m§ n²zkou hodnotu extinkļn²ho koeficientu 

nebo pokud se absorpļn² maximum analytu nach§z² v oblasti pod 300 nm. 

N²zkou hodnotu extinkļn²ho koeficientu maj² napŚ. ketony, aldehydy, 

karboxylov® kyseliny a jej² deriv§ty. V pŚ²padŊ, kdy se absorpļn² maximum 

l§tky nach§z² v oblasti pod 300 nm, se vyuģ²v§ bathochromn²ho posunu, coģ je 

posun absorpļn²ho maxima k delġ²m vlnovĨm d®lk§m vhodnou modifikac² 

molekuly [18]. 
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¶ Spektrofotometrick§ analĨza enzymŢ a enzymov§ kinetika  

Enzymatick§ analĨza je vyuģ²v§na v analĨze potravin a v biochemick® analĨze. 

Mnoh® firmy vyr§bŊj²c² spektrofotometry pŚidaly do softwarŢ dod§vanĨch 

k pŚ²strojŢm zaŚ²zen² a software pro mŊŚen² enzymov® kinetiky. S vyuģit²m 

znalosti reakļn² a enzymov® kinetiky a s vyuģit²m LambertovaïBeerova z§kona 

lze stanovit koncentraci reaguj²c² l§tky nebo aktivitu enzymu [18]. Fotometrick§ 

detekce n§rŢstu koncentrace absorbuj²c²ch produktŢ reakce ļi ¼bytku 

koncentrace absorbuj²c²ch reaktantŢ je vhodnou metodou i pro sledov§n² 

prŢbŊhu Śady dalġ²ch chemickĨch reakc². Z mŊŚen² je moģn® vypoļ²tat rychlostn² 

konstantu reakce. MŊŚen² se prov§d² za pouģit² termostatu, pokud je pŚ²stroj 

vybaven modulem pro jeho pŚipojen² a temperov§n² kyvet. 

 

V²cesloģkov§ analĨza 

¶ V²cesloģkov§ analĨza vyuģ²vaj²c² line§rn²ch rovnic 

Jestliģe se analyzovan§ l§tka nach§z² v analyzovan®m vzorku s dalġ²mi l§tkami, 

kter® maj² absorpļn² maximum ve stejn® oblasti vlnovĨch d®lek, je jejich 

vĨsledn§ absorbance pŚi zvolen® vlnov® d®lce souļtem absorbanc² tŊchto l§tek. 

Tuto skuteļnost lze vyj§dŚit rovnic² 19. 

 

 ὃ ɚ  ὧ ɚ  ὧ ʀ ὧ ȢȢȢὨ

Ὠ ɚ  ὧ 

19 

 

Kde A = absorbance, ‐ = extinkļn² koeficient, d = tlouġŠka kyvety, i = index oznaļuj²c² 

pŚ²sluġnou vlnovou d®lku, j = index oznaļuj²c² pŚ²sluġnou l§tku (j nabĨv§ hodnot od 1 do n). 

Aby bylo moģn® urļit koncentrace l§tek ve smŊsi, je nutn® zmŊŚit absorbanci 

analyzovan®ho vzorku pŚi vhodnŊ zvolenĨch vlnovĨch d®lk§ch. Vlnov® d®lky 

jsou voleny podle absorpļn²ch maxim jednotlivĨch sloģek ve smŊsi. Pot® 

n§sleduje zjiġtŊn² extinkļn²ch koeficientŢ roztokŢ ļistĨch jednotlivĨch sloģek ve 

smŊsi pŚi vhodnĨch vlnovĨch d®lk§ch. T²mto postupem se z²sk§ soustava 
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line§rn²ch rovnic a jej²m vyŚeġen²m jsou stanoveny koncentrace jednotlivĨch 

analytŢ ve smŊsi [18]. 

 

¶ V²cesloģkov§ analĨza vyuģ²vaj²c² derivaci experiment§ln² kŚivky 

V²cesloģkov§ analĨza vyuģ²vaj²c² derivaci experiment§ln² kŚivky je takt®ģ 

zn§m§ pod pojmem derivaļn² spektrofotometrie. Tato metoda se pouģ²v§ ke 

zvĨraznŊn² pŚekrĨvaj²c²ch se absorpļn²ch p§sŢ. Pro kvantitativn² analĨzu plat², 

jak jiģ bylo uvedeno v pŚedchoz²ch kapitol§ch, LambertŢvïBeerŢv z§kon (viz 

rovnice 20), kterĨ je ovġem derivov§n podle vlnov® d®lky. Prvn² derivac² 

LambertovaïBeerova z§kona se z²sk§ matematickĨ vztah ve tvaru, kterĨ je 

uvedenĨ rovnic² 21.  

 ὃ ‐z ὧz Ὠ 
20 

Kde: A = absorbance, Ң = mol§rn² absorpļn² (extinkļn²) koeficient, c = l§tkov§ koncentrace, 

d = d®lka kyvety. 

 

 Ὠὃ

Ὠ‗
ὧ Ὠ 
Ὠ‐ 

Ὠ‗
 21 

Kde: A = absorbance, ‗ = vlnov§ d®lka, c = koncentrace, d = tlouġŠka kyvety, ‐ = extinkļn² 

koeficient. 

K z²sk§n² pŚ²stupnŊjġ²ho spektra je moģno vztah derivovat v²cestupŔovŊ. Na 

Obr. 19 je zn§zornŊno, jak vypad§ GaussovskĨ p²k a p²k pŚekrĨvaj²c²ho se 

spektra po jeho zderivov§n². Derivovat lze nejen podle vlnov® d®lky, ale i podle 

jinĨch derivaļn²ch ļlenŢ (napŚ. podle ļasu) [3, 18].  
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Obr. 19. GaussovskĨ p²k a dvojp²k po zderivov§n². PŚevzato dne 8. 4. 2016 z [3]. 




































































