Metody spektralni

e Metody molekulove spektroskopie
- UV-vis oblast
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Absorpcni
spektro(foto)metrie

v ultrafialove (UV) a viditelneé (VIS) oblasti
> prechody mezi elektronovymi stavy + ...

v infraéervené (IC) oblasti

> prechody mezi vibracnimi stavy + ...

v mikrovinné oblasti
> prechody mezi rotacnimi stavy




Jablonskiho diagram

excitované rotacni stavy
excitované vibracni stavy

excitované elektronové stavy
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Absorpcni spektrofotometrie

- prechody mezi elektronovymi stavy
>AE_ ~1000. AE
>vibracni struktura elektronoveho spektra
> vibracne-rotacni struktura

- prechody mezi vibraCnimi stavy

>AE,, ~100 000 . AE

rot

>rotacni struktura vibracniho spektra

- prechody mezi rotacnimi stavy
>-ciste rotacni spektrum




Absorpcéni fotometrie
- pfechody DOVOLENE a ZAKAZANE

- zmeéna dipolového momentu behem
prechodu (operator momentu prechodu)

Mym = E?j 'ﬂr?z Z;r'?f; ‘Fin dT
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[UPAC Compendium of Chemical Terminology

-symetrie molekuly (krystalu) (symetrie
vychoziho a konecného stavu)

- Born-Oppenheimerova aproximace —
oddeleni vinove funkce pro elektrony a
pro jadra




Absorpcéni fotometrie

- rychlost zmeny stavu
- nejrychIeJS| pro

elektronového
prechodu se
nezmeni
geometrie
molekuly
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Absorpcni fotometrie
- zakladni obecneé schéma instrumentace

g 1™

selektor vzorek detektor zpracovani

vinové a zazham
signalu

absorbujici
prostredi




Absorpcéni fotometrie

- jednopaprskova instrumentace

referentni
kyveta

monochro- '
mator

detektor

kyveta Zpracovani

se vzorkem a zobrazeni
zdroj signalu
zareni




Absorpcéni fotometrie

- dvoupaprskova instrumentace
»V prostoru®

referentni  diferencialni
kyveta zesilovad
monochro-
mator

Zpracovani
a_ zobrazeni
sighalu

@ %.— detektory

zdroj kyveta
Zareni se vzorkem




MOLEKULOVA absorpénilreflexni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast

SROVNAVACI
PAPRSEK

MERNY
PAPRSEK




Absorpcéni fotometrie

- dvoupaprskova instrumentace
,V case

rekombinujici
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Absorpc¢ni fotometrie
- mnohakanalova detekce

pocitac

op’ucky
system

Kyveta

dispersni mrizka




Absorpcéni fotometrie

- zakladni veliCiny ¢
PROPUSTNOST /
P

ABSORBANCE — Iog 7-2

MOLARNI
ABSORPCNI




Absorpcéni fotometrie

SPEKTRA
zavislost T, A nebo € na - vinove délce A
- vinoctu
- frekvenci
- energii fotonu

MOLEKULOVA
SPEKTRA
- pasy
- oddelené
- prekryvaijici se




Absorpcéni fotometrie

MOLEKULOVA SPEKTRA
ZAKLADNI PARAMETRY past

* poloha maxima (X, ---)

¢ vyska /intenzita v maximu/ (A, ...)
molarni absorpcni koeficient

¢ Sirka piku /,polosirka“/ (w, Y, .-:)

»FWHM* - ,plna Sirka

v polovine vysky*“




Absorpcéni fotometrie
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Absorpcéni fotometrie

SILNE PREKRYTY DUBLET

vypocty derivaci
pro urceni poloh
past




UV-vis spektrometrie
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UV-vis spektrometrie

- 6 TYPU piFechodi

1) o - 6* - nejvyssi energie prechodu
2) n - 0"

3)mw-1m"

4) n - ¥

5) prenos naboje (CT charge-transfer)
(MLCT)
6) prechody v ligandovem poli (LF)




UV-vis spektrometrie

1) o - * PRECHODY
- orbitaly od jednoduchych vazeb

- absorpce ve vzdalené UV oblasti
pod 180 nm (,vakuove UV")

LATKY vykazujici pouze o - 6* PRECHODY -

- VHODNA ROZPOUSTEDLA pro b&Znou
UV-vis spektrometrii

priklad - nasycene alifatické uhlovodiky



UV-vis spektrometrie

2) n - o* PRECHODY
- orbitaly s nevazebnymi elektrony

- heteroatomy (substituenty)
nesouci elektronovy par

- O, CI - absorpce pod 200 nm

- VHODNA ROZPOUSTEDLA
pro béznou UV-vis spektrometrii

CH.CI (A,., =173 nm)
CH;OH (A, = 184 nm)

max



UV-vis spektrometrie
2) n - o* PRECHODY

-N, S, Br, | - nad 200 nm
- vice heteroatomu v molekule
> posun A..., K vySSim hodnotam
CH;l (A, . =259 nm)
CH.L, (A.,= 292 nm)
CHI; (A, .= 349 nm)

max

max




UV-vis spektrometrie

3) - m* PRECHODY
- dvojneé vazby -C=C-
- vice konjugovanych dvojnych vazeb
> posun A..., K vySSim hodnotam
-C=C- (A

o= 170 nm)

C=C-C=C- (A, = 220 nm)
C=C-C=C-C=C- (A, = 260 nm)
C=C-C=C-C=C-C=C- (A, = 300 nm)
C=C-C=C-C=C-C=C-C=C- (A, = 340 nm)

max



UV-vis spektrometrie

4) n - m* PRECHODY
- dvojné vazby a atomy nesouci
elektronovy par -C=0, -C=S, -C=N-
- mnohdy mozny jak 1 - T, tak n - ™ prechod

- energie prechodu n - * nizsi vuci
energii prechodu 1 - * v téze molekule
na teze funkcni skupine
- energie prechodu n - T silne ovlivnena
typem atomu nesoucim elektronovy par




UV-vis spektrometrie
CHROMOFORY
- skupiny odpovedné za absorpci zareni

AUXOCHROMY
- skupiny zpusobujici posun absorpcnich

maxim
- skupiny zpusobuijici zvyseni intenzity pasu
- -OH, -NH,, halogeny
- vliv na zmeénu dipolového momentu pri
prechodu




UV-vis spektrometrie

BATHOCHROMNI efekt - ,,éerveny posun®
HYPSOCHROMNI efekt - ,modry posun®

HYPERCHROMICKY efekt - zvy$eni intenzity
absorpce

efekt - snizeni intenzity
absorpce




UV-vis spektrometrie

EFEKTY ROZPOUSTEDEL
- polarita rozpoustedel

- vliv na polohu 1* hladin
- stredni pokles s rustem polarity

- vliv na polohu n hladin
- silny pokles s rustem polarity

- vliv na polohu 1 hladin
- slaby pokles s rustem polarity




UV-vis spektrometrie

EFEKTY ROZPOUSTEDEL

- polarita rozpoustedel
- vliv na polohu n - r* prechodu
- rust polarity - ,,modry posun*
- pokles polarity - ,,cerveny posun*

- vliv na polohu 1 - * prechodu
- rust polarity - ,,cerveny posun*
- pokles polarity - ,modry posun*




UV-vis spektrometrie

EFEKTY ROZPOUSTEDEL

VE VODE




UV-vis spektrometrie

5) prenos naboje (CT charge-transfer)
prenos elektronu z jedne casti molekuly

na druhou

- donor a akceptor
napr. MLCT - metal to ligand c

LMCT - ligand to metal ¢

elektronu
narge transfer

narge transfer

Fe?* g o-fenanthrolin

benzen a jod
toluen a chloroform




UV-vis spektrometrie

6) prechody v ligandovem poli (LF)

- prechody ve viditelne az blizke infracervene

- sejmuti degenerace d-orbitalu vlivem
ligandoveho pole

- geometricka struktura komplexu
- oktaedricke pole - napt. 6 jednodonorovyc
- tetraedricke pole - napt. 4 jednodonorové

oblasti

N ligandu

igandy



UV-vis spektrometrie

6) prechody v ligandovem poli (LF)
(d - d) - nejnizsi energie prechodu

STEPENI HLADIN V LIGANDOVEM POLI

OKTA-  TETRA- A-
EDRICKE EDRICKE  GONALNI




UV-vis spektrometrie
6) prechody v ligandovem poli (LF)

- spektrochemicka rada ligandu
- od ligandu s nejmensim ucinkem po
ligand s nejvetsim ucinkem

priklady ze spektrochemicke rady

', Br', CI', F", ethanol, voda, SCN", NH,,
ethylendiamin, o-fenanthrolin, C=0




UV-vis spektrometrie
INSTRUMENTACE

- zdroje zareni

- UV oblast
- vodikova vybojka, deuteriova vybojka
(160 - 380 nm) -
rtutova vybojka

- viditelna oblast
- wolframova zarovka
- halogenova zarovka
(360 - 2200 nm)
- UV + viditelna oblast
- Xxenonova vybojka




UV-vis spektrometrie

INSTRUMENTACE
kyvetovy material - kFremen
- sklo (jen VIS)

- ,,plexisklo*
- bézné kyvety —1cm, (1 mm - 10 cm)

- mrizkové monochromatory
- fotonasobice, diodova pole, CCD

- prip. pasove a hranove filtry



Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

MOLEKULOVA absorpénilreflexni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast
- pasové spektrum - maly pocet Sirokych pasu
- vetsinou v absorpcnim modu
ANALYZA ANORGANICKYCH SOLI - UV oblast
ANALYZA ORGANICKYCH LATEK
ANALYZA KOORDINACNICH SLOUCENIN
ANALYZA PRODUKTU ENZYMATICKYCH REAKCI



Fluorescence a fosforescence

excitované rotacni stavy
excitované vibracni stavy

excitované elektronové stavy
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Fluorescence a fosforescence

 FLUORESCENCE
* luminiscence s kratkym dosvitem

— spinove dovoleny prechod - bez zmeny
orientace elektronového spinu

Quinine Absorption and Emission Spectra
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Fluorescence a fosforescence

 FOSFORESCENCE
* luminiscence s dlouhym dosvitem

— spinove zakazany prechod - zmeéna
orientace elektronového spinu
 mozny diky spin-orbitalni interakci

Constant 460 nm Emission and Varying 400 nm Emission

Intensity (a.u.)
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Fluorescence a fosforescence
- DOBA ZIVOTA EXCITOVANEHO STAVU

— kinetika ,,zaniku® excitovaného stavu

« INTENZITA fluorescence a fosforescence
— KVANTOVY VYTEZEK

@ =N¢ /N pgs

* pocet vyzarenych fotonu vuci poétu absorbovanych

- VLIV NEZARIVYCH PROCESU - intra- a inter-
molekularnich




Fluorescence a fosforescence
STRUKTURA MOLEKULY

dvojné vazby - aromaty, konjugovane C=C
heteroatomy - C=0, dusikatée heterocykly
VLIV SUBSTITUENTU - -OH, -NO, -NO, ...

RIGIDITA struktury tr-elektronoveho systemu
CHELATY

MEZIMOLEKULOVE INTERAKCE

— predevsim zhaseni luminiscence
— vliv pH, teploty, viskozity, polarita rozpoustedia




Fluorescence a fosforescence
MERENI|I STACIONARNICH SPEKTER

— spektrofluorimetr

SPEKTROFLUORIMETR

H

___EMISNI |
EXCITACN MONOCHROMATOR

MONOCHROMATOR o
FLUORESCENCNI

" DETEKTOR




MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIS a UV oblast - fluorescence a fosforescence




Fluorescence a fosforescence
« MERENI STACIONARNICH SPEKTER

—spektrofluorimetr
 zdroj zareni - xenonova vybojka
- rtutova vybojka
 kremenne kyvety
* mrizkové monochromatory

e detektor - fotonasobic

—excitacni a emisni spektra
« excitacni - zmena vinove delky excitujiciho zareni
konstantni A emisniho toku
* emisni - fixovana A excitujiciho zareni
proménna A emisniho toku




MOLEKULOVA emisni spektrometrie

- VIS a UV oblast - fluorescence a fosforescence
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Fluorescence a fosforescence

- STACIONARNI SPEKTRA

— knihovny spekter

» charakteristicka spektra polyaromatickych
uhlovodiku

» charakteristicka spektra fluorescencnich
indikatoru
« CASOVE ROZLISENA SPEKTRA

— méfreni doby zivota excitovanych stavu
 snazsSi u fosforescence

energie
- studium dynamiky molekul v roztocich
- vyuzivani fluorescencnich ,,sond*




Fluorescence a fosforescence

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra
- pasové spektrum - maly pocet Sirokych pasu
- kvantovy vytezek fluorescence
- samoabsorpce
- zhaseni rozpoustedlem Ci ,,zhasedly* - quenching

STANOVENi NiZKYCH OBSAHU PREDEVSIM

ORGANICKYCH LATEK
@, = ko @,(1-10%>°)



Fluorescence a fosforescence

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra

PRIME METODY - stanoveni PAH
- stanoveni hemoproteinu
- stanoveni vitaminu

- stanoveni steroidu



Fluorescence a fosforescence

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra

NEPRIME METODY - tvorba chelatt - napf. s morinem
- stanoveni hliniku

- stanoveni aniontu na principu
zhaseni fluorescence

- stanoveni na zaklade reakce
provazene vznikem fluoreskujiciho produktu



