Spektroskopie
v UV-VIS oblasti




UV-VIS spektroskopie

pracuje nejcasteji v oblasti 200 - 800 nm
Ize merit i < 200 nm ¢i > 800 nm
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Roztok KMnO,

roztok KMnO, je Cervenofialovy
odstin Cervenofialové zavisi na koncentraci
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ProcC je roztok barevny?

KMnO, absorbuje doplnkovou barvu k
cervenofialove - zelenou (526 a 546 nm)
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ProcC je roztok barevny?
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Stavy atomu a molekul

spin
up =1/2
down =-1/2

elektronovy obal

1;..0

O

jadro 1 orbital = max. 2 elektrony (1 up, 1 down)

spin = |n.up + m.down| 2.1/2 +2.-1/2=0



Stavy atomu a molekul
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multiplicita stavu S = 2.s + 1

S=

2

S=3



Proc latka absorbuje?

excitovany singletovy stav

o elektrony obsazuji vyssi en.
[ 71 hladiny, porusuje se parovani
2 1. elektron@ na hladinach

ol ERRI

spin elektront se pfi excitaci neméni
rychly proces (101> s)

nemeni se geometrie — vertikalni prechod,
Frank-CondonQv princip

UV-VIS spektroskopie se nazyva
také elektronova spektroskopie

S }i <N\ svétlo (energie)

"% o . , y
singletovy stav - vsechny
elektrony jsou sparovany




Euergy

Excitace molekul
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Typy pirechodu u molekul
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' Wavelengths

»
200 nm 400 nm

s = Strong transition W = Weak transition

n-n* mohou poskytovat vsechny molekuly, které obsahuji nasobné vazby (bez
konjugace okolo 200 nm, v pfipadé konjugace bathochromni posun = Th..,)
n-n* vSechny molekuly s nasobnou vazbou a volnym elektronovym parem, napr.
karbonyl (—C=0 cca 280 nm), azo (—N=N-), atd.

Symetricky zakazané prechody: s-n* a n-o* (vzdalena UV, nizka intenzita)



Absorpce svetia




Absorbance a transmitance
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Transmitance

7 nabyva hodnot od 0 do 1 (0 - 100 %)
bezrozmeérna velicina
7=1 vzorek pro svetlo dokonale propustny
7=0 vzorek svétlo dokonale absorbuje



Absorbance

A nabyva hodnot od 0 do o«
bezrozmeérna velicina
A = 0 vzorek neabsorbuje
A = oo vzorek absorbuje vse
s rostouci koncentraci ¢, A roste
s rostouci délkou vzorku / A roste

¢ je charakteristikou latky
c se udava v mol/dm3, | se udava v cm



absorbance

Spektrum

zavislost A na A
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Pozn. spektrum vodného roztoku KMnO, (%, 526 a 546 nm)



Spektrum

zavislost A (T) na A
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Pozn. spektrum vodného roztoku methyloranze (1., 465nm)



Absorbance a transmitance

Krystalova violet’
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ProcC je roztok barevny?

KMnO, absorbuje doplnkovou barvu k
cervenofialove - zelenou (526 a 546 nm)
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» Dopinkove barvy
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650-780
595-650
560-595
500-560
490-500
480-490
435-480
380-435

Wavelength [nm] Absorbed color

red

orange S
yellow-green
green

bluish green

greenish blue

blue

violet

Complementary color

B blue-green
B greenish blue
B purple
B red-purple
B red

i s
& orange
R i

yellow

yellow-green



Dopinkoveé barvy

Vinove délky a barvy absorbovaneho zareni a
prislusne doplnkové barvy (barvy roztoku)

Absorbované Barva Barva
zareni (nm) | absorbovaného dopinkova
zareni (barva roztoku)

400-435 fialova
435-480 modra
480-490 zelenomodra
490-500 modrozelena |cervenooranzova
500-560 zelena purpurova
560-580 fialova
580-595 modra
595-610 |[cCervenooranzova| zelenomodra
610-760 cervena modrozelena

Pri dopadu bilého svétla

e zareni zcela odrazeno =
vzorek jako bilou

e zareni zcela pohlceno =

vzorek jako cernou

Vzorek cast svétia pohlti a
cast odrazi = lidské oko vidi
vzorek v barvé odrazeného

zareni (doplnkova barva)



Roztok KMnO,

roztok KMnQ, je cervenofialovy
odstin fialové zavisi na koncentraci

(O»

s rostouci koncentraci croste intenzita zbarveni,
tedy roste i absorbance A




absorbance

Spektrum krystalove violeti
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Vliv delky opti

e N N

S rostouci délkou opticke drahy paprsku, tedy s Sirsi kyvetou,
roste i absorbance




Lambert-Beeruv zakon

\ /
I, I
/
koncentrace ¢ /k’
%, 9@
Lambert - Beerlv zakon A=cle platnost zakona je
) ) ° spolehlivé
plati pro konstantni © zajiéténa v oblasti

docca A< 1-2




Lambert - Beeruv zakon

A, =¢g,lc

s rostouci koncentraci ¢, A roste
s rostouci delkou vzorku / A roste

¢ je charakteristikou latky — konstanta (pro danou 1)
c se udava v mol/dm3, | se udava v cm



Viceslozkovy system
za pritomnosti vice slozek plati

Azlznlgi C
1=1

vysledna absorbance je souctem
prispevkl vsech slozek v systému



Absorbance

Smesi

Absorbance

bez prekryti past

s prekrytim pasd



Schema spektrometru

hranol vzorek detektor obsluha



Experimentalni mereni

meri se intenzita svetla I,a /
za konstantni déelky kyvety /(1 cm)
usporadani

-

zdroj

= U

- - S

detektor

jednopaprskové dvoupaprskové




Experimentalni usporadani

jednopaprskovée

nutno merit 2x
1 méreni slepy vzorek (blank)
2 méreni zkoumana latka

dvoupaprskovée
meri se primo proti slepému vzorku



Experimentalni mereni

zdroje

pro UV oblast - deuterove lampy

pro VIS oblast - halogenove, kryptonove lampy
kyvety

pro UV oblast - kremenné sklo

pro VIS oblast - sklo, plasty

detektory
diode array vs. mrizka + detektor



Schema diode-array
spektrofotometru

Diodové pole

Zdroj zéfeni



Charakteristiky pristroju

rozsah (napr. 200 - 1100 nm)
presnost (napr. 2 nm)
cas na sejmuti spektra (napr. 1 s.)

prislusenstvi - zasobnik na vice kyvet,
smesovaci nastavec atp.

programove vybaveni



Pristroje na mereni

spektrometry
mereni pouze za jedné vinové délky
snimani spekter

kolorimetry
zjednoduseny spektrometr
zejmena pro terénni praxi



UV spektroskopie

sklo a plasty absorbuji < ~300 nm
pouzivaji se kremenné kyvety

vzduch absorbuje < 200 nm

nutna evakuace aparatur
oblast 10 - 200 nm - vakuova UV oblast



Spektrum skla

— Abs
— %T

o, @ouejiWwsuel)

asueqJosqe

400 500 600 700 800
vinova délka

300

200



Spektrum kremenneé kyvety
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Kyvety pro UV/VIS

T T

Transmissiof

Window material transmission properties
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ukazky kyvet pro UV/VIS spektroskopii

( \ vlastnosti komerénich materiall pro vyrobu kyvet

30

~

4 (] T S — Spectrosl® ~

f —_— S0G — Infrasi® v
r{ _— UVSlita e Suprasif 300

] Material Code % Transmission atchingTolerances
{ Optical Glass over 80% @ 365nm Within 0.5%@&@360nm
| SpecialOptical Glas | SOG | over75% @320nm Within 1.0%@&@320nm
; UV Silica HH over 75% @240nm Within 2.0%@&@240nm
11 Spectmsic Quartz Q over 80% @200nm Within 1.5%@240nm
i Infrasi” Quartz over 80% @2.73um Within 1.0%@320nm
! Suprasif 300 SX over 80% @ 200nm Within 1.5%@&@240nm

50 200 250 300 350 nm 400 600 800 1000 1200 1400 1.5 2.0 2.5

Registeredirade Marks INFRASI & SUPRASI300' HeraeusQuarzglasGmbH,Hanau/ Main, Germany
SPECTROSI|LThermalSyndicate,England.PYRE¥ Corning GlassWorks, U.S. A
Theabove information illustratesthe approximate transmissionrangesof the guaranteedmaterialsusedin the production of Starna cells.
Thetracesarefor a thicknessof 5 mm, which is approximatelydouble the total thicknessof the windows that areusedin the construction of most cells.




Vyuziti

detekce a stanoveni
kineticka méreni
stanoveni pK,
stabilita latek ,

vliv prostredi P vevgnim

Amax AL pH  6: 274 nm
‘ *ﬁu913295m

'—‘r*—7
5
r
|

Molar absorption coefficient

2 70 m 310

(a) Wavalength A (nm) (b)  Wavelength ) (nm)



Detekce pomoci UV-VIS

fada latek ma charakteristickeé
spektrum

obvykle vsak byvaji ve vzorcich smési
latek a jednoznacna identifikace se
stava nemoznou



Stanoveni latky

kalibracni primka
proméri se A pro nékolik hodnot ¢
ze zméereneé A se odecte ¢

A = 0,634 , K Vi
§ e
0.5

A=0462 3¢t

. »—--;;:;;ggfﬁifiz:tiw-—

0.3
0.2

0.1 g

0.0 I I : : vy _ |

c=5.83mM ™



Stanoveni €

sestroji se kalibracni primka A=Kkc
jelikoz A=¢cl , /= konst. =1 cm
Smernice K je rovna €

[€] = dm3.molt.cm??



Spektrum krystalove violeti
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absorbance

Lambe

rt-Beeruv zakon

0.7 8(591nm)
krystalova violet’
y 65523
0.6 -
dms3.mol-t.cm?
0.5
y = 65523x
R? = 0.9976
0.4 - 8(303nm)
15928
0.3 +
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0.2
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Smes Tyrosin a Tryptofan

A = Tyrosin (Tyr)
B = Tryptofan (Trp)

Ay =240 nm
A, =280 nm

Absorbance

Ao = [€240(TYT)oC(TYr) + €540(Trp)ec(Trp)]-L

Asgo = [€250(TYT)eC(TYT) + €x50(Trp)ec(Trp)]eL



Kineticka mereni

\'a'4 4 \"4

meri se zmena A v zavislosti na case
snima se celé spektrum

\'a\'4 4

meri se za konstantni A

300 350 400 450
Wavelength / nm



W .

Kineticke krivky

£

PANPOGI=100
x [OTPANPDOI=150

o Fe(ll] 1.0=-5M
o Fe(ll] 1.0=-6M

200

150

100
Time [min]

50



Kineticka mereni

\'A."4 4

meri se reakce s Ty, > 1s

pro rychlejsi reakce je nutné
Douzit smésovaci nastavec

ouzit techniku stop-flow
Kinetickou laserovou spektroskopii




Stanoveni pK,

\YA"4 4

meri se A v zavislosti na pH
HB + H,O — B~ + H,0O"

a. .d__
Ka — MO B pK. pH+10g itp
Ayp “
A_—A aHB_AB‘_A

K = pH +log—= =
p a p gA—AHB aB_ A_A]—]B



Isozbesticky bod

A

)

o

c

©

2

o

3

< 6} ©

| |

}“1 }“2

Jestlize pfi urcité vinové délce jsou molarni absorpcni koeficienty dvou
latek rovny, tato vinova délka se oznacCuje jako isozbesticky bod.

V isozbestickeém bodé Ize snadno vypocitat celkovou koncentraci
obou latek:



absorbance

Izosbesticky bod

bromkresolova zelen
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Vliiv prostredi

pH
polarita prostredi
pritomnost tenzidu



Viiv pH

Amax At PH  6: 274 nm pH =16 pH =13
l Ames 8t pH 13: 205 nm 0 0
| HZN—CH—|C!—O_ H2N—TH—|C!—O_
pH 6 pH 13 CH, CH,

OH O

250 270 200 310
b pK,(OH) =10.1
(@) Wavelength A (nm)

Spektrum tyrosinu

s rostoucim pH dochazi k posunu abs. maxima A, k delsSim vl. délkam a

rustu absorbance v dusledku deprotonace fenolické OH skupiny



Molar absorption coelficient, ¢

Viiv solventu

spektrum tyrosinu

Solvent = H,0

= = = Solvent = 20% Ethylene Glycol /
80% H,O
v mene polarnim prostredi se A, posouva
k delSim vinovym délkam - batochromni posun
(Cerveny posun)

solvatace ovlivhuje rozlozeni energetickych
hladin zakladniho a exitovaneho stavu

o AETTS ==t
250 260 270 280 290 300 Y . - e
absorpcni spektrum muze ovlivnit i pritomnost

b Wavelength ) X ivni .
®)  Wavslength ) povrchové-aktivnich latek!

PFi rozpousténi se mlze ménit elektronova struktura rozpousténé latky, coz se projevi posunem 2.,
Podstatny vliv polarity rozpoustédla a tvorba vodikovych vazeb
Polarita ovliviiuje absorpci chromofort C-C a C=C

V polarnéjSich rozpoustédlech se posouvaji maxima ke kratSi A - hypsochromni posun (modry posun)



Spektrofotometr SPECORD S600




Genesys o

Zakladni parametry:

Rozsah vinovych délek: 325-1100 nm
Sitka $térbiny: 5nm

Presnost vin. délek: £2nm
Opakovatelnost vin. délek: <+1nm
Fotometricky rozsah: -3A az +3A
Fotometricka presnost: £0.002 A (0-0,3A)
Fotometricka opakovatelnost: + 0.002 A
Sum: <0.001 pfi 0 A; <0.001 A pfi 1 A; <0.002 A pfi 2 A
Stabilita: <0,002 A/h

rychlost skenovani: az 1200 nm/min
Datové rozliSeni: 1 nm

Nabidka LKra.N 17-028

Cislo dokladu: LKra.N 17-028
Referent Lucie Krajcarova
Dodavatel:

Pragolab s.r.o.

Nad Krocinkou 55
19000 Praha 9

IC: 48029289, DIC: CZ48029289
Firma zapsana u Mést. soudu v Praze
oddil C, vioZka 14530

Tel: +420 284 813 020

e-mail: pragolab@pragolab.cz
Internet: www.pragolab.cz

praqolab

Datum: 452017
Datum platnosti: 262017
Odbératel:

Platebni tidaje:

Zplisob Ghrady: Bankovnim pievodem
PoZadovana zaloha: 0,00 KE
Urok: 0,5
Splatnost dni: 14

Univerzita Palackého v Olomouci,
Prirodovédecka fakulta, Katedra fyzikalni
chemie

RNDr. Eva Otyepkova, Ph.D.

17 listopadu 12
771 46 Olomouc

IC: 61989592, DIC: CZ61989592
Tel: +420 585 634 425
e-mail: eva.otyepkova@upol.cz

Obchodni tidaje:

Doprava:

Vis spekirofotometr Genesys 30 (Thermo Scientific) s moZnosti skenovani celého spekira a zobrazenim na displeji

Popis Cislo

MnoZswvi Cena zajedn. Cenabez DPH

DPH  Cena celkem

GENESYS 30 Vis with EU Power 840-277300
Cable

Instalace a zaskoleni

Celkem:

79 300,00 79 300,00 21% 16 653,00 95 953,00
5400,00 5400,00 21% 1134,00 6 534,00
84 700,00 17 787,00 102 487,00

Zaruka na zafizeni je 24 mésicl od instalce, mimo dilG spotfebniho charakteru.

V cené je zahmuto dopravné a bainé.

V pfipadé objednani uvadéjte ¢islo této nabidky. Objednavku, prosim, zasilejte na pragolab@pragolab.cz.

Vystavil Mgr. Lucie Krajcarova
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