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Absorpce elektromagnetického zareni

* zmeéna energetického stavu molekuly

— zmeéna elektronového stavu
(obsazenost orbitaltr): 150-600 kJ/mol

— zmeéna vibra¢niho stavu: 2-60 kJ/mol

— zména rota¢niho stavu: cca 3 kJ/mol

» vztah k vlnové délce absorbovaného zareni
AE=AE,+AE,+AE.=h.v=h.c /2

h =6,626.10>* J s (Planckova konstanta)



Spektralni oblasti

Oznaceni A Absorbujici latky
Vzdalena <190 nm nasycené slouceniny
ultrafialova oblast monoenové slouceniny
far UV

(vakuova oblast)

Blizka 190-380 nm polynenasycené
ultrafialova oblast a aromatické slouceniny
near UV

Viditelna oblast 380-780 nm barevné latky

VIS

Komplementarita barev

A(mm)  Barva absorbovaného svétla Barva absorbujici latky

400-435 fialova zlutozelena
435-480 modra zluta
480-490 zelenomodra oranzova
490-500 modrozelena ¢ervenooranzova
500-560 zelena purpurova
560-580 zelenozluta fialova
580-595 zlutooranzova modra
595-620 cervenooranZzova zelenomodra
620-760 cervena modrozelena




Energetické zmény pri elektronovych prechodech
E o*

n—o*

T—T 0—0*

Pravdépodobnost prechodu ovliviiuje absorpéni koeficient

- souvislost se spinovym stavem excitovaného elektronu:

1) ptechod SO (zakladni singlet) —S1 (vyssi singlet) je spinové dovoleny
= &y = 10° — 10° Lmol'.cm™!

2) prechod SO — T1 (triplet) je spinové zakazany
= &pax = 10° Lmol!.cm’!

Zakladni pojmy

» chromogen = absorbujici latka

* chromofor = skupina (seskupeni atomti v molekule), ktera
zpusobuje absorpci v UV-VIS oblasti

» auxochrom = substituent nebo skupina atomit s volnym
elektronovym parem (napt. —Cl, -OH, —SH, -NH,);
v konjugaci s m-elektronovym chromoforem obvykle
vyvolava posun A, k del§im vlnovym délkam

* bathochromni posun (Cerveny posun) = posun 4,,,, k delSim
vlnovym délkam vyvolany chemickou modifikaci molekuly
nebo vlivem rozpoustédla

* hypsochromni posun (modry posun) =posun /,,,, ke kratSim
vlnovym délkdm

* hypochromni efekt = snizeni ¢,,,,

* hyperchromni efekt = zvySeni ¢,,,,



Chromofory a odpovidajici prechody

Chromofor, priklad slouc¢eniny | Pfrechod Amax (nM)

H,O 6—0" 183

C-CaC-H, CH, 6—G* cca 170, 173

C-X, CH;0H, CH;NH,, CH;I n—oc* 180-260, 187, 215, 258

C=C, H,C=CH, n—r* 160-190, 162

H,C=CH-CH=CH, - 217

C=0, H-CH=0 n—n*, t—xa* | 270, 170-200, 270, 185

H,C=CH—CH=0 n—n*, non* | 328,208

C=N n—o*, n—n* | 190, 300

N=N n—m* 340

C=S n—m* 500

NO, n—n* 420-450

N=0 n—m* 630-700

Konjugované polyeny

n H—(CH=CH),—H CH;—(CH=CH),—CH,
Amax (NM) log ¢ Amax (NM) log ¢

2 217 4,3 223 4,4

3 268 4,7 275 4,5

4 304 ? 310 4,9

5 334 5,1 341 5,1
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Benzoidni aromatické slouceniny

Sloucenina Amax (M) | log e | Ape (nm) | loge | Aya (nm) | loge
Benzen 204 39 254 2,0 - -
Toluen 207 3,8 261 2,4 - -
Brombenzen 210 39 261 23 - -
Fenol 211 3,8 270 3,2 - -
Benzaldehyd 250 4,1 280 3,0 320 1,7
Acetofenon 246 4,0 280 3,0 320 1,7
Kys. benzoova 230 4.1 273 3,0 - -
Anilin 230 3,9 280 3,5 - -
Styren 247 4,0 281 2,0 - -
Skofticovy aldehyd 285 44 - - - -
Kys. skoficova 273 43 - - - -
Bifenyl 248 4,2 - - - -
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Péticlenné heterocykly

Slouéenina Jmax (nm) | loge | A (nm) | loge

Furan 200 4,0 - -

Furfural 227 3,3 272 4,1

2-Acetylfuran 225 3,4 269 4,1

Pyrrol 210 4,2 240 2,5

2-Acetylpyrrol 250 3,6 287 4,2

Thiofen - - 235 3,7

2-Acetylthiofen 260 3,9 285 3,7

Thiazol - - 240 3,6




Sesti¢lenné heterocykly

Sloucenina Amax (M) | 10g & | Aoy (nM) | log & | A (nm) | log e
Pyridin 195 - 250 3,3 - -
2-Pikolin - - 262 3,4 - -
Pyrazin - - 260 3,7 - -
Chinolin 227 4,6 275 3,7 313 3.4
Isochinolin 218 49 262 3,6 317 35
Pyrimidin - - - - 343 3,3
Indol 225 4,7 270 3.8 - -

Zasady spektrometrického méreni

vybér kyvety

— kfemenné — pro UV oblast

— sklenéné — pro VIS

— b 0,1-5 cm = optimalni rozsah 4 0,1-2

vybér rozpoustédla

z4dznam spektra

— rychlost skenut = horsi opakovatelnost

— spektralni interval
uzsi (0,2-0,5 nm) = vysoké rozliSeni, horsi opakovatelnost
Sirsi (1,5-4 nm) = malé rozliSeni, lepsi opakovatelnost méteni
absorbance — vhodné pro Siroké absorpéni pasy (VIS oblast)

fedéni vzorku — jen pro stabilni absorbujici latky



Absorbance

Rozpoustédla pro UV spektrometrii

Rozpoustédlo Spodni mez | Rozpoustédlo Spodni mez
A (nm) 2 (nm)
acetonitril, voda 190 chloroform 240
isooktan, cyklohexan 195 ethylacetat 260
hexan 201 dimethylformamid 270
methanol, ethanol 205 octova kys. 270
1,4-dioxan 215 benzen 280
diethylether 220 toluen 285
glycerol 230 pyridin 300
dichlormethan 233 aceton 330

Vliv rozpoustédla na absorpc¢ni spektrum

V rznych rozpoustédlech se mirné lisi:

* hodnoty 4, » €

* tvar spektra (interakce rozpoustédlo-analyt)

r———

]
[}
|
|
|
|
|
|
|
|
1
]
|
\

Wavelength (nm)

Spektrum fenolu

zméfené v ethanolovém
a isooktanovém roztoku




Biologicky vyznamné latky

Latka Amay (nm) | & (Lmol'.cm™)
NAD, NADP 260 15 000
260 15 000
NADH, NADPH
340 6 200
260 15000
375 10 000 (FMN)
FMN, FAD 9 000 (FAD)
445 12 500 (EMN)
450 11 000 (FAD)
. 250 3000
pyridoxal
320 6 000

DalSi biologicky vyznamné latky

Latka Amay (nm) | & (Lmol'.cm™)
cholesterol 235 20 000
kalciferoly 265 18 300
B-karoten 450 120 000
retinol 330 45 000
trans,trans-9,12- 231 35000
oktadecenova kys.

adenosin 267 12 300
guanosin 248 11 000
cytidin 271 9100
thymidin 267 9650
uridin 262 8500




Analyza dvou sloZek vedle sebe
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Derivacni spektrometrie
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T=®/®
A=-logyT=-2303.InT=¢.b.c
d4/dA=-2,303 . (1/T) .dT/dA=b .c . de/dA

= prvni (i druhd) derivace absorbance

je rovnéz pfimo umérna koncentraci absorbujici latky
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Priitokova analyza - FIA

FIA = flow injection analysis

alternativa k béZnému vsadkovému provedeni reakce
(vzorek + Cinidlo v nadob¢)

prutokové uspotradani ptipravy vzorku, reakce analytu

s ¢inidlem a méteni — jednotlivé operace probihaji v toku
¢inidla nebo nosného roztoku, do néhoz je injektovan
vzorek

efektivni zplisob automatizace spektrometrické analyzy
(UV-VIS spektrofotometrie, AAS, AES...)
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Priklad pouziti FIA
Spektrofotometrické stanoveni chloridii

Hg(SCN), + 2CI- - HgCl, + 2SCN-

Fe3™ + SCN- — [Fe(SCN)J**

méteni rhodanatového komplexu zZeleza (A4,,,, = 480 nm)
FIA usporadani:

HglscN),]o.
o

= peristaltické cerpadlo pumpuje kontinualné

¢inidlo

nastiik 30 pl vzorku kazdych 38 s
kapilara sto¢ena do spiraly zajist'uje
promichani

detektor: fotometr s mikrocelou (10 pl)
kalibrace 5-75 mg/1

analyza 100 vzorkut za hodinu

Instrumentace pro FIA

 zafizeni pro odbér vzorki

* peristaltické ¢erpadlo (hadicky s primérem 0,25-4 mm,
pratok 0,0005-40 ml/min)

* PTFE kapilary a spojky

* nizkotlaky injektor (smaycka 5-500 pl)

* pomocna zatizeni
mikrokolony, filtry, ventily, termostat

* detektor
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Néktera usporadani analyzatori na principu FIA

* davkovani do toku diluentu S
(vyuziti v AAS, ICP pro analyzu —HTQT_@— .
koncentrovanych vzorki)

» davkovani vzorku do toku ¢inidla, detekce

» davkovani vzorku do toku diluentu, spojeni s tokem ¢inidla, detekce
priklad: generovani hydrida As, Se, Sb, Te, Sn... v AAS, ICP

» déavkovani do toku diluentu, spojeni postupné s toky dvou Cinidel

mi/min  S(50uD stanoveni SCN™:
prp— g tvorba barevného produktu analytu
s ¢inidlem 5-Br-PADAP
¥ (2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-
Lehipmotelp 22 P 575w diethylaminofenol)
L] za pfit. ox. ¢inidla (K,Cr,0,)

3-Br-PADAPO.B 1 30 em Reaction

* technika ,,stopped flow*

DalSi mozZnosti vyuziti FIA

» prekoncentrace analytu (sorpce a eluce, koprecipitace
a rozpousténi, pfevedeni na té¢kavou slouceninu...)

+ detekce nestabilnich reakénich produktii pfesnym casovanim
méfenti
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