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Absorpce zareni ve Vis oblasti

- PFi dopadu bilého svétla na vzorek muze byt zareni zcela odrazeno =
latku vidime jako bilou; nebo zcela pohlceno = latku vidime jako ¢ernou.

— Pokud vzorek €ast zareni pohlti a ¢ast odrazi = barva latky viditelna pro
lidské oko odpovida barvé odrazeného zareni (tzv. doplfikova barva).

A (nm) Pohicena barva Doplnkova barva
‘ 400-435 fialova Zlutozelena
500-560 zelena cerveno-purpurova

Zluta zelena
620-760 cervena modrozelena
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Teoreticky zaklad

- Absorpcni spektrometrie v UV-Vis je velmi roz8ifena
spiSe rutinni technika molekulové spektrometrie
vyuzivana predevsim pro kvantitativni analyzu.

- Vymezeni z hlediska vinovych délek:
- 180-380 nm — UV oblast,
- 380-780 nm — Vis oblast.

— Absorpce zéafeni je spojena s pfechodem valenénich § “— "

e z molekulovych orbitall o, ™ a n na excitovanou
hladinu.

- MO-LCAO (Molecular Orbital — Linear Combination
of Atomic Orbitals) popisuje vznik MO pomoci
linearni kombinace atomovych orbitald. K tomu
dojde prostorovym piekryvem AO atomd.

Univerzita Palackého
v Olomouci

Teoreticky zaklad — typy prechodu
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* Prechody z hlediska kvantové mechaniky:
» povolené pfechody — viz obrazek
» symetricky zakazané prechody (o—1*, T—0%)

* spinové zakazané prfechody (ze singletového do

tripletového stavu)
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Teoreticky zaklad — typy prechodii

- 0 - o vytvareji jednoduché vazby — alifatické uhlovodiky, typicky
pod 180 nm, omezené pouziti. Alifatické uhlovodiky jsou vhodna
rozpoustédla pro méfeni.

- n — o poskytuji substituenty s nevazebnymi e- — nasycené
slou€eniny se S, N, Br, |, které absorbuji kolem 200 nm a O a Cl,
které absorbuji pod 200 nm. Voda, alkoholy a ethery vhodna
rozpoustédla pro méfeni.

- m — m funkéni skupiny s 1 e (konjugované systémy dvojnych
vazeb), 200-250 nm, maxima nezavisla na druhu atomu, jsou
intenzivni: € ~ 103-10%.mol-'.cm-".

- n — T nevazebné elektronové pary lokalizované na atomech
vazanych dvojnou vazbou ( napf. C=0), 280-500 nm, menSi
intenzita: € ~ 10'-10%2 I.mol'.cm™"), absorpéni maxima je silné
zavislé na druhu atomu.
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Teoreticky zaklad — zvlastni prechody

- Pfenos naboje (CT - charge transfer) absorpce zafeni je
spojena s pfesunem e z jedné Casti molekuly (organické i
anorganické) nebo iontu (komplexniho), tedy k vnitini oxidaéné-
redukéni reakci, intenzivni ve spektru € ~ 1051.mol-'.cm.

- PF.: komplex kovu M a ligandu L:
M-L + hv —» M*-L-
- Reakce komplext Fe, napt.: [Fe?*(H,O)] + hv — [Fe3*(H,0O")]

- Barevné reakce iontl pfechodnych kovl s organickymi Cinidly jako
je tvorba ¢erveného komplexu Fe(SCN)?*
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Teoreticky zaklad — zvlastni prechody

- Prechod zplisobeny ligandovym polem (LF - ligand field)
vyskytuji se u komplexnich slou€enin pfechodnych koviu s
Castecné zaplnénymi d a f orbitaly, 300-800 nm, malo intenzivni ve
spektru € ~ 10" l.mol-'.cm-".

- Za normalnich okolnosti jsou orbitaly degenerované (stejna E),
ligand vytvarejici elektrostatické pole zpUsobi vznik energetickych
rozdili mezi orbitaly s rznou hodnotou vedlejSiho magnetického
Cisla a miUze dojit k pfechodim spojenym s absorpci zareni.

~ PF: Ti(H,0)6%*, Cu(H,0),2* R |
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Vliv podminek na absorpcni spektrum

a) plynna faze — kromé elektronovych prechod

Mo Jjsou videét i rotacni a vibracni prechody.

I LYV «.\'IJi' b) nepolarni  rozpoustédlo -  elektronové

I EARANTY — pfechody, jemna struktura vibraci a rotaci kvdli
interakci analytu s rozpoustédlem.

c) polarni rozpoustédlo — kvuli mezimolekulové

interakci doslo ke sliti elektronovych pasu do
obalové kfivky.

- Zména energie e v MO (vliv rozpoustédla
na spektrum = posuny L):

f S — [ —

450 S00 550 00
Wavelengih, nem

Spektra 1,2,4,5-tetrazinu

nepolami / polémi  nepolami / polami 8
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Instrumentace

- 2 konstrukce spektrometril UV-Vis liSici se pozici monochromatoru:

- P¥istroje s diodovym polem jako detektorem (256-4096 Ilinearné
usporadanych diod), kde spojité zafeni dopada na vzorek a proslé
zareni do monochromatoru — jednopaprskova konstrukce.

- Pfistroje s fotonasobiCem jako detektorem, kde je sppojité zafeni
nejprve rozlozeno v monochromatoru typu Czerny-Turner, pak dopada
na vzorek a proSlé zafeni na detektor — jednopaprskova i
dvoupaprskova konstrukce.

— Schémata v prezentaci IM02 Instrumentace v optické spektrometrii.

- Zdroje zafeni:
- kombinace D2 lampy (UV) s W Zarovkou (Vis)
— Xe vybojka pokryvajici celou UV-Vis oblast

— UV-Vis-NIR spektrometry: 180-2700 nm v jednom pfistroji, nutné
doplnéni o dalSi detektor.
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Instrumentace

- Kyvety:
- tloustka: 1-100 mm,
- material: kfemenné sklo, sklo, plast (napf. akrylatové kyvety).

- Kli¢ové charakteristiky spektrometru:

- rozliSeni: obvykle dano §térbinou monochromatoru (0,1 — 10 nm),

— spravnost nastaveni A délky (= 0,1 nm) — testuje se absorp&nimi
standardy (oxidy holmia) a absorbance — testuje se napf. roztoky
K,Cr,0-,

- linearni rozsah absorbanci (pf. -4 az +4 Abs),

- parazitni zafeni = detekované zareni neodpovidajici zvolené A, vznika
na optickych prvcich spektrometru (0,01-0,1 %),

- drift — dlouhodoba stabilita elektroniky a zdroje zafeni,

- Sum — zpuUsobuje distribuce fotonu ze zdroje a elektronika.

10
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Rozpoustédla

- Volba dana zejména A hranice pouzitelnosti a vhodnosti pro
analyt (rozpustnost).

- Dulezita je dostateCna Cistota rozpoustédla a odolnost
materialu kyvety (zejména plastu).

Rozpoustédlo | Pouziti od (nm)

acetonitril 190
chloroform 240
cyklohexan 205
ethanol 205
n-hexan 195
methanol 205
voda 185 1
11
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Aplikace UV-Vis absorpc¢ni spektrometrie

- Lze provadét jak kvalitativni tak kvantitativni analyzu.

- Spektra maji 1 &i vice pasu, které charakterizujeme A
maxima, molarnim absorpénim koeficientem (absorbanci) v
maximu a Sifkou pasu v poloviné vysKky.

A
06 395 nm
% -CHO
GO
|
03+  255nm
0>0 T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 1
12
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Aplikace: kvalitativni analyza

- Identifikace latek: okrajova aplikace, protoze spektra
obsahuji malo detaild pro spolehlivou identifikaci latek a je
zde silny vliv pouzitého rozpoustédla a teploty.

- Princip: pfitomnost skupin oznaCovanych jako chromofory a
auxochromy.

— Chromofor: funkéni skupina organickych molekul vykazujici
charakteristickou absorpci v UV-Vis (pf. aromaty 200-250 nm,
ketoskupiny (~ 300 nm).

- Auxochrom: funkéni skupina ovliviujici svou pfitomnosti
hodnotu absorpénich maxim nebo molarnich absorpénich
koeficientl (pf. —OH skupona v sousedstvi karbonylu.

13
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Aplikace: kvalitativni analyza

- Vliv rozpoustédla: "

cerveny
— batochromni (€erveny) posun - posun (r—r*)
k delSim A, obvykle u Tr-1*
prechodl. A

— hypsochromni (modry) posun -
ke kratSim A, obvykle u n-mr*
prechodu.

- Vliv auxochromu:
- hyperchromni efekt = zvySeni € (a
tim absorbance)

— hypochormni efekt = snizeni ¢ (a A/nm
tim absorbance)

‘\‘ modry
\ posun (n—r?)

14
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Aplikace: kvantitativni analyza

— Stanoveni latek na zakladé Lambertova-Beerova zakona.

- Mez detekce ~ 10-°-107 mol-I!

- Bézny, jednoduchy, levny, rychly a spolehlivy zpUsob
stanoveni napf:

- nékterych kovl — prfevedeni na barevné slouceniny (Mn —
MnO,), vznik barevnych komplexd (Fe** s 1,10-
fenanthrolinem, Fe3* —[Fe(SCN)J?*).

- oproti atomové spektrometrii Ize rozliSit oxidacni stav iontu!
- nékteré anionty — kyanidy, fluoridy, ...
- organické latky — fenoly ve vodach.
- Dalsi aplikace: klinicka analyza (kyselina mocova),
potravinarstvi, farmacie, ...

- UV-Vis detektor pro HPLC.
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Aplikace: analyza viceslozkovych smési

- Mozné diky aditivnim vlastnostem Lambertova-Beerova

- Pf: stanoveni Fe3* a Cu?* ve smési po reakci s Ru(CNg)*
— promérenim Cistych latek ziskdme € obou slozek pfi 2 zvolenych A,
— proméfime smésny vzorek,
- koncentrace ziskame ze soustavy 2 rovnic o 2 neznamych.

£550 £396

Fe3+ 9970 84
Cu2+ 34 856

Assg = 0.183 = 9970Ck. + 34Ccy

Asos = 0.109 = 84Ce + 856Ccy,

16
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Aplikace: spektrometricka titrace

- UrCovani BE na zakladé zmény absorbance s pfidavkem
titracniho Cinidla. Tento zpUsob titrace je experimentalné
jednoduchy a ma uspokojivou presnost.

- Tvary titraCnich kfivek:
a) absorbuje pouze titracni Cinidlo (titrace s uvolfiovanim Br,, 1,).
b) absorbuje produkt titracni reakce.
c) absorbuje pouze titrovana latka .
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L
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a) b) c) . 17
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Aplikace: studium rovnovah

— Studium komplexotvornych rovnovah - uréeni
stechiometrického sloZeni a podminéné konstanty stability
komplexu:

xM+yL > M,L,

- Metoda kontinualnich variaci: hleda se maximum zavislosti
A = f(X.), méfi se série roztoku s konstantnim n.; a
proménnym ny a n.: N, = Ny + (Ny);

1.0
3 08
XL=O,75 3y=3 DMLg ED_B
X, =05 y=1 ML S 04 |
X =067 y=2 ML, |02 TR
D-Dv T T T T g
0 02 04 06 08 1
XL
18
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Aplikace: automatické (pruatokové) systémy

- Automaticka analyza vétSiho mnozstvi vzork( v pratokovém
systému obvykle se spektrometrickou detekci.

- Pocatky v klinickych laboratofich, kde je v 1 vzorku pozadovani
stanoveni vice analytu.

- NejrozSitenéjsi metoda: pritokova vstfikovaci analyza (FIA —
flow injection analysis) popsana poprvé vr. 1975.

1 — nosny proud s €inidlem 4 8
2, 3 — dalsi proudy s €inidly O VIV

4 — peristaltické ¢erpadlo

5 — davkovaci ventil na vzorek 4 5 6 6 7
6 — reaktor ) _0_9_\AN\J'—\NW_D_’ 8
7 — detektor 2 _O—/ /
8 — zpracovani signalu 3 O 19
19
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Aplikace: automatické (pratokové) systémy

- PF. vyuziti FIA — stanoveni chloridu:
- nosny proud roztok Hg(SCN), a Fe3* iont(,
- analyt (CI) reaguji s Hg(SCN), a uvolnéné SCN- ionty pak s Fed®*
ionty za vzniku ¢erveného produktu, jehoz absorbance je méfena pfi
480 nm.

Hg(SCN),(aqg) + 2 Cl- - HgCl,(aq) + 2 SCN-
SCN- + Fe3* — Fe(SCN)2*

08

0.6~

Peristaltic  Sample \

pump injection valve &

0.4+

) / Reactor Photometer
mL/min / coil /

¥ 50cm ¥ =
Reagent == ' ' . To 0.0
(Hg(SCN), + Fe™) - l waste )

Bypass

480 nm Time
20

20
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