MOLEKULOVA ABSORPCNI

SPEKTROFOTOMETRIE

v UV a viditelné oblasti spektra



ENERGIE MOLEKULY
+ E, =E,+Ex+E, +E,
+ E.>E,>Eg>E,

Kvantovana energie = energetické hladiny:

— Rotacni = prechody mezi rotaCnimi stavy =
rotacni spektra (MW)

— Vibracni = pfechody mezi vibraCnimi stavy =
vibraéni spektra (IR) AE, ~ X.104. AE

— |Elektronové = prechody mezi elektronovymi stavy =
—elektronicka spektra (UV-Vis) AE; ~ X.102% . AE,,




ENERGETICKE PRECHODY V MOLEKULE
A MOLEKULOVA SPEKTRA

t YAER

A,

JAE,

electromic energy levels

vibrational energy levels

rotational energy levels

electromic transition

AE.= 6,2—1,5eV
AE, = 0,6 — 0,06 eV
AEg = 0,01 — 0,0001 eV

Vibronicky prechod AEg
Rotacne-vibracni pr. AE,,
Rotacni prechod AEg
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ELEKTROMAGNETICKE VLNENI

Light Wave
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SPEKTRUM
El FKTRNMAGNFTICKEHN ZARFNI

100 nm
1 pum

|3 PHz
1300 THz



http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Spectre.svg

ZARENI UV - Vis

Ultraviolet Visible Infrared

E =hv =hc/A

c je rychlost svétla (3x108 m/s)
h=6.65x% 1034 J-s=4.1 yeV/GHz
je Planckova konstanta



VIDITELNE SVETLO

Zareni o vinovych délkach 400 - 800 nm je
viditelné svetlo, které je absorbovano a
emitovano elektrony v atomech a molekulach,
kdyz prechazeji mezi energetickymi hladinami.

Barva Vinova délka Frekvence
Cervena ~625az740nm  ~480az405 THz
oranzova ~590az625nm ~510az480 THz
Zluta ~565az590nm ~ 530 az 510 THz
zelena ~520az565nm ~ 580 az 530 THz
azurova ~500az520nm ~ 600 az 580 THz

modra  SERIVEVAIE W AUV VAUUNNS b
iE1(e\2- I~ 380 a7 430 nm |~ 790 az 700 THz




INTERAKCE ZARENI S LATKOU

» Absorpce 1 E,
. Emise 2 E,
* Luminiscence 3
E.> E, >E, >E, E,
1 E,
hvabs - E3'E0 ]
hv, =E;-E,

hv,m = Ex)-E



PROPUSTNOST A BARVA

b ..o.
) .: oo
-

Lidské oko vidi komplementarni barvu, svétlo
vinovych délek, pro néz je latka propustna



ABSORPCE A KOMPLEMENTARNI

800 —

700 —

600 —

500 —

400 —

Wavelength [nm]
650-780
595-650
560-595
500-560
490-500
480-490
435-480
380-435

BARVY

Absorbed color

red [N
orange 0
yellow-green
green I
bluish green

greenish blue

blue I
violet |G

Transmitted color
Complementary color

blue-green

greenish blue

B purple
B red-purple
B red
| orange

yellow

yellow-green



UV-Vis spektroskopie
Fotometrie

» Signal: zarivy tok @ (W), dopadajici @,
— Emisni
— Absorpcni
— Luminiscencni (fluorescencni, fosforescencni)

* Transmitance T = (®/D,); (P/P,)x100 (%)
» Absorbance A = log(®y/ ®)=-log T; 0<A <o



Transmitance a delka absorbujiciho
prostredi: zakon Bouguer-Lambert

Transmission

_ _ — onst X élka absorb prostredi
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Délka absorbujiciho prostiedi "at" length



Transmitance a koncentrace
zakon Beeruv
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UV-Vis spektroskopie
Bouguert-Lambert-Beeruv zakon

= dd = d- P,
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InN(P,/P)=k:l k=3 -c

£, Je molarni absorpcni koeficient pri
A

C je koncentrace




UV-Vis spektroskopie
Bouguert-Lambert-Beeruv zakon
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Bouguert-Lambert-Beeruv zakon
A= ~log T = ~log qf/lo:z log ?0/]:: &b c
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Charakteristika absorpcniho piku
Gaussuv profil

A I_ vV —V z —I
& €=& _exp|— X In 2
c max | o? |
) A~ f =4,32-10 ° [e-qV
/ngax ™~ "
""""""""" = ' f__ = sila oscilatoru ~ plocha piku
\ ) mn
v O v f =432:10 ¢ _ A4~
. , :87Z'-C°Vmax R2
y > " 3h-e”’ "
max v
R, = moment pfechodu



Charakteristika absorpcniho piku
Sila oscilatoru f__

87 -¢cV

f max P 2 .
mn 3h - 2 mn ¢ = rychlost svetla
€ h = Planckova konstanta
+a e = naboj elektronu
R = jgvm ‘R .gvn .d7 Rmn=moment prechodu
- - 3 R  je vektor dipdimomentu
R __ # 0 ,kdyzje soucin ¥, ¥ jsou vinové funkce
funkci v integralu funkce suda. horn|h9 a’dolnvlho stavu
spektralniho prechodu

*Suda funkce f(+x) = f(-x) dr = prostorovy element

Licha funkce f(-x) = -f(x)




Charakteristika absorpcniho piku
Vybeérova pravidia

+d
y ,
-Q
/ X
I
Suda funkce: If(x)dx =0 Licha funkce: _[f(x)dx =0

Suda x suda = licha x licha = suda

Suda x licha = licha x suda = licha
Suda funkce pri inverzi vzhledem k poCatku nemeni znameéenko
Licha funkce pri inverzi zachovava velikost, ale meni znameénko



Charakteristika absorpcniho piku
Vybeérova pravidla

jav-avdf R #0

mn

Aby Rm,,;tO, musi byt R, funkce suda:

1. Vektor dipélového momentu R je funkce licha

2. Soucin ¥,.. W_ musi byt proto funkce licha.
3. Potom ¥ _ musi byt licha a ¥, suda nebo naopak.

A

Suda funkce s orbital Licha funkcé p orbital Suda funkce d orbital



Charakteristika absorpcniho piku
Vybeérova pravidia

« Molekulové orbitaly MO
« Linearni kombinace atomovych orbitalt MO-LCAO

@D =C°Yj+3 -
1 1

a 2 Z

C1 .HU’I -7 W

2 Z

@

D

Y., a W, jsou atomove orbitaly, ¢, a ¢, konstanty

*@®_ je vazebny molekulovy orbital

@, je protivazebny molekulovy orbital



Vyberova pravidla
Symbolika a ¢lenéni molekulovych orbitalt

Osové kvantoveé Cislo A je analogii vedlejsiho (orbitalniho)
kvantového Cisla I u atomu.
A kvantuje uhlovy (orbitalni) moment hybnosti elektronu na

daneé energetickeé hladine molekuly; nabyva celoCiselnych
hodnotA=0,1, 2, 3,4, ...

Pro jednoelektronové orbitaly odpovidajici jednotlivym
hodnotam A=0, 1, 2, 3, 4, ... se uziva znaceni o, 1, 0, @, Y
podobneé jako znacCeni s, p, d, f, g pro atomove orbitaly.

Protivazebné orbitaly se znaci o*, r* ...
y )

Celkoveé orbitalni kvantoveé Cislo A je analogii celkového
vedlejSiho kvantového Cisla L u atomu.

A respektuje pritomnost vice nez 1 elektronu na dané
hladine a plati A =X A;



Vyberova pravidla
Symbolika a ¢lenéni molekulovych orbitalt

Znaceni orbitalt proA=0, 1, 2, 3, 4, ... se provadi
velkymi pismeny 2, I1, A, @, I analogicky ke znacCni
atomovych orbitalt S, P, D, F, G.

Celkové spinové kvantové Cislo S = 2 s;

Multiplicita termu (hladiny) je 2S + 1

Energeticka hladina se zapisuje jako 25*1 A, tedy
konkrétné 2%, 3%, 2], 2A.

Molekulové orbitaly se rozdéluji podle symetrie vuci
pocCatku souradnic umistenemu uprostred mezi obéma
atomy (sudé a liché funkce).

Sude molekuloveé orbitaly se oznacuji dolnim indexem g
(gerade), liché orbitaly u (ungerade).



Vyberova pravidla
Symbolika a ¢lenéni molekulovych orbitalt

« Kombinace atomovych orbitall

vazebny
+ +
> + » —>
o 1s X, (s O,)
'S 1s protivazebny
+ 5 + [=~
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Vyberova pravidla
Symbolika a ¢lenéni molekulovych orbitalt

* Prechody jsou mozné:
» gerade — ungerade (g — u)
» ungerade — gerade (U — Q)
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Derivacni spektrofotometrie
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Derivacni spektrofotometrie

1. derivace

dA : .

—  =f(A; 1.derivace =0; Kmax;xmm
dAi

dA . , .
A = max; Inf lex .bod na rostouci funkci
dA L . .
A = min; inf lex.bod na klesajici funkci

Presne urceni polohy maxim i, Sirokych absorpcnich
pasu a inflexnich bodu



Derivacni spektrofotometrie

2. derivace

d’A

—-=f"(M =0;= nf lexni body
dAi

dZA =~
—{0;mn; = max A =FW% _
dA

d’A

" )0:max; ®* mn A = f(A

Presné urcCeni polohy maxim a minim A
absorpcénich pasu a inflexnich bodu

a A, Sirokych

max



Derivacni spektrofotometrie

S rostoucim n sudé derivace klesa
Sifka centralniho Gaussova piku

« Sudé derivace maji vzdy centralni pik

s alternujicim znaménkem, ktery
koinciduje s puvodnim pikem(A

max)

Derivace | Polosirka| W | Orientace
n FWHM (%) | ustreniho
piku
0 W, 100 +
2 W2 53 -
4 W, 41 +

)
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-4,0E-04-
-6,0E-04-

1.0

05

0.01
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0.0E+00

4th derrvative
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5.0E-074

0.0E+00+

-5,0E-07 W4
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Derivacni spektrofotometrie

Licha derivace (n+1) stupné jakozto
derivace n-té derivace obsahuje
maximum a minimum.

Velikosti maxima a minima jsou rovny
smeérnicim teCen v inflexnich bodech n-
té derivace.

UzSi = strmé&jSi profil tedy poskytuje
vetsi amplitudu jako rozdil y-souradnic
mezi max. a min. liche derivace D, D;.
Cim uzsi pik, tim strmé&;jsi kfidla
Gaussova profilu, tj. vétsi absolutni
hodnota smérnice v inflexnim bode.

/ \ ' | | Amplituda D, n-té
_ 1 | derivace je neprimo
n umeérna n-té mocnine
K W } Sirky piku W.

Lﬂj
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L

0,0E400

=1.0E=05
-2,0E-05

,1st derivative
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Derivacni spektrofotometrie
* Derivace Lambert-Beer-Bouguer zakona =
zvyseni citlivosti: A = €:1-c
"dA ) "dA )
\dk) kdk)

nf lex ,S nf lex ,L

K" C

*Aifiex s j€ VINnova délka inflexniho bodu pii krat$i (S) a
delSi (L) Casti spektra

* Amplituda n-té derivace D, je umerna koncentraci
« S rostoucim stupnem derivace roste citlivost
jakozto smernice k kalibracni primky
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Derivacni spektrofotometrie

* Velikost derivace v inflexnich bodech profilu piku je
nezavisla na velikosti pozadi, pokud je v rozsahu
A) Sirky absorpcniho pasu priblizne konstantni.

* Derivovanim spekter superponovanych na
zvysenem pozadi korigujeme pozadi a zvysujeme
pomér S/B, podstatny pro urCeni meze detekce

* Derivace absorpénich pasu na Sikmém pozadi
(rozptyl zareni) umoznuje urcit presnou vinovou
delku ...



Derivacni spektrofotometrie
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Derivacni spektrofotometrie

1.!]; Absorbance D A / W \
0.5

é l:)EB,r7 k\ L/b/ ')
0.0

0,051 Fi + desivativ v .,
Pfi stejné

- —_— absorbanci (vyska
piku) dava uzsi pas
0,05 | | | | | vétSi amplitudu
00053 §cond derivative [\ D=A(dA/d)L) = lepsSi
1,000 citlivost =>odliseni
2005 od Sirsiho pasu.
-[l.l]'ll]: - ; - ' '
400 5000 600

Wavelength [nm]



Derivacni spektrofotometrie

] Ao Korekce vlivu
' e rOZptyleného
05- zareni

0.0

First derivative

0.014

0.00 -

=0,01-

300 400 500 600 700

Wavelength [nm]



Derivacni spektrofotometrie

Zlepseni rozliseni prekryvajicich se
absorpénich pasu =

— Odhaleni pasu prislusejicich necistotam

— Pfesné urCeni A, Sirokych absorp€nich pasu
Zvyseni citlivosti méreni

Eliminace pozadi

— Rayleighova rozptylu

— Konstantniho pozadi (v zavislosti na 1)

— Neselektivni absorpce matrice

Zlepseni poméru signal/pozadi



Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter
1) Elektronicky: vystupni napéti proporcionalni
absorbanci je diferencovano vzhledem k Casu —
vhodné pro skenujici monochromatory:
— Analogové derivacni obvody:
-ZesilovacC
*Derivacni Cleny RC
*Pasoveé filtry pro redukci sSumu urcitych frekvenci
Kombinace derivacnich ¢lenu pro vysSi derivace
Analogova derivacni spektrofotometrie —

zvyseni citlivosti ve srovnani s ,,klasickou
fotometrii“ 5"— nasobné, kde n = rad derivace x
kazdy RC-Clen snizuje pomeér S/N faktorem 2.




Derivacni spektrofotometrie

Elektronicka tvorba derivacnich spekter —
diferencovani vzhledem k Casu:

dA _dA dA  d4
ot d4 df at

dA _ 1 dA
dA S dt




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter

2) Opticky: rychla modulace A zareni = do kyvety;

Modulace A = rychlé zmeny A, periodicke skenovani

A v malém intervalu Ak; AA<< FWHM absorpcniho
pasu. Derivacni spektrum — jako funkce Casu
(konstatni rychlost skenu dA/dt )

dP _ dP dt d? se méfi elektronickym

dA at dA df diferenciacnim Clenem




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter — opticky

a) Modulace A: provedeni modulace vinové delky:
I. rychlym periodickym skenem monochromatoru A
ii. kmitajici planparalelni destiCkou (posun paprsku)

lii.oscilaci vstupni nebo vystupni sterbiny (zména uhlu
dopadu paprsku na mrizku)

stfidavy fotoproud ~ zméné ¢ v uzkém intervalu AAi:
1.derivace spektra ~ 1. harmonicka fotoproudu (AC)
2.derivace spektra ~ 2. harmonicka fotoproudu (AC)




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter — opticky

b) Dvouvinova spektrofotometrie: spektrometr se
dvema monochromatory, ktere skenuji
simultanné s rozdilem AA=1 az 5 nm. Dva
monochromaticke paprsky prochazeji stridave
Kyvetou (rotujici sektor, zrcadlo).




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter

3) Matematicky: v soucasné dobe nejvice
pouzivano

Aproximace 1. derivace: polynom, Savitzky-Golay

dA :A(/1+A,)—A(/1—A,)
dA 24 .




