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Spektrofotometri

Syftet med spektrofotometri ar att mata koncentrationen av ett amne i en |6sning. Det sker genom att vi
bestralar I16sningen med ultraviolett eller visuellt ljus (beroende pa amnet vi undersoker och dess egenskaper)
och far ut ett “absorbansvarde”. Desto mer ljus som absorberas av |6sningen desto hogre koncentration finns
det av amnet.

Spektrofotometri utfors med en spektrofotometer.

UV-spektrofotometri: UV star for “ultraviolett ljus” och innebar korta vaglangder som det manskliga 6gat ej kan
uppfatta. Vissa amnen kan absorbera UV-ljus men inte vanligt visuellt ljus och darfér anvander vi en ”UV-
spektrofotometer” nar vi ska bestamma koncentrationen av dessa amnen.

Vis-spektrofotometri: Vis star for “visuellt ljus” och innebar medellanga vaglangder som det manskliga 6gat kan
uppfatta. For amnen som kan absorbera visuellt ljus anvander vi en "Vis-spektrofotometer”.




Spektrofotometer
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Ljuskalla

Spektrofotometerns uppbyggnad

Kyvett (med provet som
ska undersokas)

Monokromator > i > Detektor




Principen bakom spektrofotometri

v" En ljuskilla skickar ut ljus mot kyvetten dar provlésningen med dmnet finns. Amnets molekyler absorberar en stor
del av det ljus som aker in i kyvetten. Desto fler molekyler (hogre koncentration av amnet) desto mer ljus absorberas.

Kyvett med
provlésning Detektor

v Detektorn registrerar transmittansen vilket dr den andel ljus som tar sig igenom och traffar detektorn. Detektorn kan
sedan utifran transmittansen berakna absorbansen.




Fran detektorn far vi ett absorbansvarde

1. Detektorn registrerar det ljus som traffar detektorn och raknar sedan ut
transmittansen med féljande formel:

I 0,38
I,: Den mangd ljus som tar sig
igenom kyvetten och traffar
detektorn. f
I Kyvett med I
l,: Den mangd ljus som 0 provlésning 1 Jetekta

skickades in i kyvetten.

2. Detektorn rdaknar sedan ut absorbansen
med foéljande formel: Vart exempel:
T:3/7=0,42=42 %

-log(0,42)= 0,38

A=-log,, T

T=0,42%T=42% A=0,38




Monokromatorns funktion

v" En monokromator innehaller ett vridbart prisma och en spalt: Prismat delar upp det vita ljuset, som kommer
fran ljuskallan, i alla dess vaglangder. Spalten gor att bara en enda vaglangd passerar ut ur monokromatorn. Nar
vi staller in spektrofotometern pa en viss vaglangd sa vrider vi prismat sa att ratt vaglangd “slinker” ut genom

spalten!

v Vi stéller in monokromatorn pa den vaglangd av ljuset som amnet ar bast pa att absorbera. Varje &mne har en
specifik vaglangd som amnet absorberar bast.

v" Monokromatorn filtrerar alltsa bort de odnskade vaglangderna och slapper enbart igenom den vaglangd vi har

stallt in den pa.




Absorbansvardet ar proportionerligt mot
koncentrationen

Absorbans

» Koncentration




En hogre koncentration av amnet ger ett hogre
absorbansvarde

Kyvett med
provldsning Detektor

Utrdkning av absorbansvardet: T:1/7=0,14=14%
-log(0,14)= 0,85

T=0,14 %T =14 % A = 0,85




Men hur vet vi den exakta koncentrationen?

v Nar vi matte vart amne i det forsta exemplet fick vi absorbansvardet 0,38. Men vad innebar ett absorbansvarde pa
0,38 i koncentration? Vi vet bara att ett hogt absorbansvarde innebar en hég koncentration och tvartom. Vi vet
daremot inte den exakta koncentrationen. For att ta reda pa det maste vi jamféra med absorbansen fran prover med

kdanda koncentrationer.

v" Vi blandar darfor till ett antal, ca 4-6 st, “standardlésningar”
(eller kalibreringslosningar) med kdanda koncentrationer av amnet (kallas
ofta for en “standardserie” eller “kalibreringsserie”). Koncentrationerna
av dessa bor ligga inom ett rimligt intervall.

v" Vimater sedan absorbansen av dessa kdnda prover. Om en
standardlosning med kdand koncentration ocksa har absorbansvardet
0,38 sa borde vart prov ha samma koncentration som denna
standardl6sning!

Standard-
I6sningar:

Standard 1
Standard 2
Standard 3
Standard 4

Koncentration
(mol/dm?3):

0,25
0,125
0,0625




Vi jamfor vart erhallna absorbansvarde med
absorbansvardet fran standardlosningarna

v" Nedanstaende tabell visar de absorbansvardena vi fick nar vi matte vara standardlésningar med kianda
koncentrationer (var standardserie).

Standard- Koncentration Losningarnas uppmatta
I6sningar: (mol/dm?3): absorbansvarden:

Standard 1 0,5 0,79
Standard 2 0,25 0,38
Standard 3 0,125 0,21
Standard 4 0,0625 0,11

v Fraga: Vilken ar koncentrationen av vart okdnda prov om absorbansen av provet var 0,38?

v Losning: Genom att jamfdra vart prov med dessa varden kan vi lista ut den okdnda koncentrationen. Tabellen
visar att absorbansvardet 0,38 motsvarar koncentrationen 0,25 mol/dm?3-




Men vad gor vi om absorbansvardet istallet ar
0,30 och alltsa inte exakt matchar?

v' Med storsta sannolikhet kommer inte det uppmatta absorbansvardet av provet med okdnd koncentration att
exakt matcha absorbansvardet fran nagot av de kdnda proverna.

v'  L6sning:
1. Vigor en standardkurva som baseras pa vara standardlésningar med kdanda koncentrationer.
2. Vianvander sedan standardkurvan for att ta reda pa koncentrationen av vart prov.

v Det ar vildigt sdllan som Standard- Koncentration Losningarnas uppmatta
absorbansvirdet exakt matchar I6sningar: (mol/dm3): absorbansvarden:

nagon av de kdnda proverna, sa Standard 1 0,5 0,79
i praktiken f3 ast lItid
i praktiken far man nastan allti Standard 2 0,25 0,38

gora en standardkurva.
Standard 3 0,125 0,21
Standard 4 0,0625 0,11




Vi gor en ”standardkurva” (kalibreringskurva)
med vardena fran standardlosningarna

Absorbans

0,80

0,70

0,60

0,50 Standard- Koncentration | Absorbans:
I6sningar: | (mol/dm3):

0,40

Standard 1 0,5 0,79

0,30 Standard2 0,25 0,38
Standard3 0,125 0,21
0,20
Standard 4  0,0625 0,11

0,10
Koncentration

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 (mol/dm?3)




Vi anvander standardkurvan for att ta reda pa
den okanda koncentrationen

Absorbans

Absorbansen av provet med
okand koncentration var 0,30

0,80

0,70

0,60 Tillvagagangssatt:
1. Las av det uppmatta absorbansvardet pa
0,50 y-axeln.
2. Dra ett streck fran y-axeln till
standardkurvan.

3. Dra ett streck fran standardkurvan rakt
ner till x-axeln.
4. Las av koncentrationen.

0,20
0,10

Svar: 0,2 mol/dm?3

Koncentration
(mol/dm?3)




”Lambert-Beers lag” visar sambandet mellan
absorbans och koncentration

Om extinktionskoefficienten ar kand for det
A - Z amne som undersoks kan "Lambert-Beers lag”
- gﬂ/ C anvandas for att berakna koncentrationen, vi
behover da inte géra en standardkurva.

A = Absorbansen.

£="Moléara extinktionskoefficienten”, den ar specifik for det amne som undersoks och ar ett varde pa
hur bra amnet ar pa att absorbera ljus vid en viss specifik vaglangd.

c= Koncentrationen av amnet i kyvetten.

I= Kyvettens langd, oftast 1 cm (den stracka ljusets fardas genom kyvetten).




Se garna fler filmer av Niklas Dahrén:

http://www.youtube.com/Kemilektioner
http://www.youtube.com/Medicinlektioner
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