MOLEKULOVA ABSORPCNI

SPEKTROFOTOMETRIE

v UV a viditelne oblasti spektra




ENERGIE MOLEKULY
- E,=E+ERx+E, + E¢
« Er>E,>Egr>E;
Kvantovana energie = energeticke hladiny:

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

— Vibracni = prechody 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
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ELEKTRONICKE PRECHODY VE

FORMALDEHYDU
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ELEKTROMAGNETICKE VLNENI

Light Wave

5. = wavelength

E = amiplitude .[:lf

electric field
;'" . i M = amplitude of
\ . .'l \ | magnetic field

distanece ———  »




SPEKTRUM
ELEKTROMAGNETICKEHO ZARENI
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ZARENI| UV - Vis

Ultraviolet Visible Infrared

E =hv =hc¢/A

c je rychlost svétla (3x108 m/s)
h=6.65x 10734 J-s =4.1 ueV/GHz
je Planckova konstanta




VIDITELNE SVETLO

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

Barva Vinova deélka Frekvence
Cervena ~625az740nm  ~480az405THz
oranzova ~590az625nm ~510az 480 THz
Zluta ~565az590nm ~ 530az 510 THz
zelena  ~520az565nm ~580az 530 THz
azurova ~500az520nm ~ 600 az 580 THz

nlelelr-N - 430 az 500 nm |~ 700 az 600 THz
flalova ~380az430nm |~ 790 az 700 THz




INTERAKCE ZARENI S LATKOU

« Absorpce 1 E,;
. Emise 2 E,
* Luminiscence 3
E.> E, >E, >E, E,
1 S0
hvabs - E3'E0 :
hv, =E;-E,

hVlum - EZ-EO




PROPUSTNOST A BARVA
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Lidské oko vidi komplementarni barvu, svetlo
vinovych délek, pro néz je latka propustna




ABSORPCE A KOMPLEMENTARNI

BARVY

- Wavelength [nm] Absorbed color Complementary color

200 — 650-780 red blue-green
595-650 orange 0 greenish blue
560-595 vellow-green B purple

000 - 500-560 green 0 [ red-purple
490-500 bluish green B red

200 — 480-490 greenish blue . orange
435-480 blue F vellow

400 — I 380-435 violet N vellow-green




UV-Vis spektroskopie

Fotometrie
 Signal: zarivy tok ¢ (W), dopadajici O,
— Emisni
— Absorpcni

— Luminiscencni (fluorescencni, fosforescencni)

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




Transmission

Transmitance a délka absorbujiciho
prostredi: zakon Bouguer-Lambert

T — CD / CDO — e—konsthéIka absorb prostredi
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Transmission

Transmitance a koncentrace
zakon Beeruv

T — CD / CDO — e—konstXKoncentrace
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UV-Vis spektroskopie
Bouguert-Lambert-Beertuv zakon
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£, Je molarni absorpcni koeficient pri
A

Cc Je koncentrace




UV-Vis spektroskopie
Bouguert-Lambert-Beertuv zakon

0
— zexpl(s, llic)=
o, p(€, [llc)

b/, O=Qy-et'c
lim®=0

|—<  c=konst.

CD/CDO q)zq)o.eﬁ'|'0
lim®=0
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A =

Bouguert-Lambert-Beeruv zakon
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Derivacni spektrofotometrie
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Derivacni spektrofotometrie

1. derivace
dA\ p— f’()\), 1 denvace O )\max’)\min
dA
dA

m = max; Inflex. bod na rostouci funkci

j’:‘ = min; inflex. bod na klesajici funkci

Presne urceni polohy maxim A
pasu a inflexnich bodu

Sirokych absorpcnich

max




Derivacni spektrofotometrie
2. derivace

2
((3;)\'2\ =f""(A\) = 0; = inflexni body

2
(;)\'2‘ ( 0;min; =max A = f()\)

d°A .
,» 0;max;=min A =f(A)
dA
Presne urceni polohy maxim a minim A, a A, Sirokych

absorpcnich pasu a inflexnich bodu




Derivacni spektrofotometrie

e S rostoucim n sudé derivace klesa
Sifrka centralniho Gaussova piku

« Sudeé derivace maji vzdy centralni pik

s alternujicim znameénkem, ktery
koinciduje s puvodnim pikem(A

max)
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Derivacni spektrofotometrie

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

Velikosti maxima a minima jsou rovny
smernicim tecen v inflexnich bodech n-
te derivace.
UzSi = strmejSi profil tedy poskytuje

vetsi amplitudu jako rozdil y-souradnic

mezi max. a min. liche derivace D,, Ds.
Cim uZsi pik, tim strmé&jsi kiidla
Gaussova profilu, tj. vetSi absolutni
hodnota smérnice v inflexnim bodé.

D
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Derivacni spektrofotometrie

* Derivace Lambert-Beer-Bouguer zakona =
zvyseni citlivosti: A = ¢l-c

dA ), dA ),

inflex,S inf lex,L

*Minflex, 5.1 J& VInova délka inflexniho bodu pfi kratsi (S) a
delSi (L) Casti spektra

* Amplituda n-té derivace D, je umerna koncentraci
* S rostoucim stupném derivace roste citlivost
jakozto smeérnice 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 priblizné konstantni.

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

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




Derivacni spektrofotometrie

e Absorbance  OQb3alka 2 kiivek - rozli§eni
T A)‘max= 30 nm NBW =40 nm
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Derivacni spektrofotometrie
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Pri stejné
absorbanci (vyska
piku) dava uzsi pas
vetsi amplitudu
D=A(dA/d)\) =>lepsSi
citlivost =2 odliseni
od Sirsiho pasu.




Derivacni spektrofotometrie

| Absorbance
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Derivacni spektrofotometrie

Zlepseni rozliseni prekryvajicich se
absorpénich pasu =

— Odhaleni pasu prislusejicich necistotam

— Pfesné urceni A, Sirokych absorpcCnich pasu
Zvyseni citlivosti mereni

Eliminace pozadi

— Rayleighova rozptylu

— Konstantniho pozadi (v zavislosti na 1)

— Neselektivni absorpce matrice

Zlepseni pomeru signal/pozadi




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter
1) Elektronicky: vystupni napeti proporcionalni
absorbanci je diferencovano vzhledem k Casu —
vhodné pro skenujici monochromatory:
— Analogové derivacni obvody:
-Zesilovac
*Derivacni ¢leny RC
‘Pasove filtry pro redukci Sumu urcitych frekvenci
Kombinace derivacénich Clenu 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 d/]:konst.(nm[mm"1)28
dt  dA dt

dA _ 1 dA d°A 1 d°A
a1 S d di?  S? dt?




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter
2) Opticky: rychla modulace A zareni => do kyvety;

Modulace A = rychlé zmeny A, periodickée skenovani
+) v malem intervalu Ak, AA<< FWHM absorpcniho
pasu. Derivacni spektrum — jako funkce casu
(konstatni rychlost skenu dA/dt )

ade — d@ dt d@ se méfi elektronickym
J,) B dt d gt diferenciatnim ¢lenem




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter — opticky

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

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

stridavy fotoproud ~ zméneé @ v uzkéem intervalu AA:
1.derivace spektra ~ 1. harmonicka fotoproudu (AC)
2.derivace spektra ~ 2. harmonicka fotoproudu (AC)




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter — opticky

b) Dvouvlnova spektrofotometrie: spektrometr se
dvema monochromatory, které skenuji
simultanne s rozdilem AA=1 az 5 nm. Dva
monochromatickeé paprsky prochazeji stridave
kyvetou (rotujici sektor, zrcadlo).




Derivacni spektrofotometrie

Tvorba derivacnich spekter

3) Matematicky: v soucCasne dobe nejvice
pouzivano

Aproximace 1. derivace: polynom, Savitzky-Golay

dA _A(A+24))-A(A-2))
dA 24)




