Spektroskopia UV-VIS.
Metody optyczne.



Zakres materiatu:

e podstawy teoretyczne (omowienie
zachodzgcych zjawisk)

* wykorzystywane techniki i metody badawcze
* stosowana aparatura



UV-VIS

Spektroskopia UV-VIS polega na pomiarze absorpgcji
promieniowania ultrafioletowego z zakresu 200-400
nm i widzialnego w zakresie 400-750 nm.
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UV-VIS - podstawy

/Z rownania Plancka wynika ze:

E=hv=h*c/A

h = 6,626 069 57(29)-10734 J-s

v - czestotliwosc drgan zrodta, ktore wysyta fale
elektromagnetyczng

c - predkos¢ swiatta (3 * 1078 m/s)
A — dtugosc fali



UV-VIS -podstawy

Graniczne energie fotonow wyliczone na podstawie
rownania Plancka dla zakresu UV-VIS:

100 — 10000 kJ/mol

mogg powodowac przejscie elektronow w
czgsteczce ze stanu podstawowego do stanu
wzbudzonego.



UV-VIS

Zabsorbowana energia powoduje zmiany:
e standw elektronowych
* energii oscylacyjnej
* energii rotacyjnej

przy czym:
e. rotacyjna : e. oscylacyjna : e. elektronowa
1 10 1000



UV-VIS

Absorpcja promieniowania z zakresu UV lub VIS
powoduje przejscie elektronu z wigzgcego
orbitalu czgsteczkowego na orbital
antywigzacy (o wyzszej energii):

O O-Y,

Is Nakfadanie sie _@

Wigzgcy orbital ¢
Tworzenie si¢ orbitalu wigzacego i antywigzacego.




Orbitale czasteczkowe -
podsumowanie

* Orbital wigzgcy ma energie nizsza niz energia
stanu podstawowego atomow tworzgcych
czasteczke.

W orbitalu wigzagcym gestosc elektronowa
pomiedzy jadrami jest duza, w orbitalu
antywigzacym jest natomiast mata — co
powoduje odpychanie miedzy atomami
doprowadzajgc do ostabienia lub nawet
Zerwania wigzania.



UV-VIS

Warunkiem koniecznym absorpcji fotonu,
powodujgcego przejscie elektronu z orbitalu
wigzgcego na antywigzacy jest dopasowanie
wielkosci fotonu do roznicy poziomow
energetycznych orbitalu wigzgcego i
antywigzgcego. Roznica ta jest rowna:

AE =hv



UV-VIS

Elektrony walencyjne w czasteczce zwigzku
organicznego podzieli¢ mozna na 3 rodzaje:

* elektrony o

* elektrony m

* elektrony n




UV-VIS

Rodzaje mozliwych przejsc elektronowych w
czasteczkach zwigzkéw organicznych:




UV-VIS

Analizujac np. strukture metanolu mozna stwierdzic
Ze pasmo absorpcyjne zwigzane z przejsciem ¢ -->
o* nie bedzie w widmie widoczne poniewaz
wzbudzenie elektrondw w wigzaniu
kowalencyjnym C-H wymaga zbyt duzej energii (A
< 160 nm). Widoczne sg natomiast pasma
absorpcyjne zwigzane z przejsciami: T —> m*, n —>
m*, N —> o™

Oznacza to ze chromoforami sg grupy posiadajace

elektrony lub



—N=N— karbonylowa
O

nitrowa —N/ tionowa

N
O

nitrozowa —N=0 etylenowa

ukiad p-chinoidowy ukiad benzenowy

Substancje bezbarwne ale majgce w swoich
czasteczkach chromofory dajg widmo elektronowe
w zakresie UV (180-380 nm)



SAVERVIN

Pasma absorpcji niektorych chromoforow:

Przejscian -> ¢*

Przejscia m-> "

C,H,CH=C=CH,
CH,;=CH—~CH=CH,
CH;=CH~CH=CH~CH=CH,
CH,=CH~CH=0
Benzen
Benzen
Acctofenon aromat.

Przejscia n -> *

CH,CHO

CH,N=NCH,
CH,=CH~CH=0
1C,H,NO




UV-VIS

Widmo elektronowe zazwyczaj charakteryzuje
sie okreslajgc dtugosc fali, przy ktorej
pojawia sie maksimum absorpcji. Obok
przedstawiono widmo elektronowe kwasu
salicylowego w ktérym widoczne sg 2
maksima absorpcji.

Ksztatt pasma absorpcji odpowiadajgcy przejsciu n -> 7 zalezy
od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika; w rozpuszczalniku
polarnym pasmo jest rozmyte a w niepolarnym — wyrazne.
Ksztatty pasm absorpcyjnych typu m —> m* tylko w niewielkim
stopniu zalezg od stosowanego rozpuszczalnika.



SAVERVIN

Czynnikiem decydujacym o wielkosci absorpcji jest
charakter grup chromoforowych w czgsteczkach.
Wieksza ich ilosS¢ powoduje silniejszg absorpcje ale
rowniez przesuniecie maksimum absorpcji w kierunku
fal dtuzszych. Takie przesuniecie nazywa sie

i moze by¢ wywotane
obecnoscig kilku sprzezonych ze sobg wigzan
podwojnych lub wprowadzeniu do czasteczki

(np. —OH lub -NH,). Grupy te nie
wywotujg barwy ale oddziatujg na chromofory. Ich
wplyw na przesuniecie maksimum absorpcji rosnie w
szeregu:

-CH; < -OH < -O-CH; < -NH, < -NH-CH; < N(CH3),



SAVERVIN

Dobrym przyktadem przesuniecia
patochromowego jest zottopomaranczowa
parwa [J—karotenu powstajgca w wyniku
orzejsc elektronowych typu jedenastu
sprzezonych wigzan podwojnych.




SAVERVIN

- przesuwanie sie
maksimum absorpcji w kierunku krétszych
dtugosci fali (np. od czerwieni do nadfioletu).
Wystepuje w przypadku wprowadzenia do
czasteczki danego zwigzku organicznego
newnych podstawnikow, zwanych grupami
nipsochromowymi, charakteryzujgcych sie
orakiem wigzan podwojnych i wolnych par
elektronowych.




UV-VIS

1 I
@ /\ | wo |

Zroédlo Pryzmat

Do opisu wtasciwosci absorpcyjnych wielu
uktadow (np. roztwordw) stosuje sie

najczesciej 2 wielkosci: transmitancje i
absorbancje.

t3czy je nastepujgca zaleznosé: A=lgr}



Aparatura stosowana w
spektrofotometrii UV-VIS

R S S S S Rty
AR,

ALTLLLLRRNNNNY
AALLLLLLLLLLLLRLRRRRRS

ASSSS SR \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
ASS S SN AN \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

=
o of R




Aparatura stosowana w
spektrofotometrii UV-VIS

Spektrofotometr Lambda



UV-VIS

Aparatura spektrofotometryczna:

e 7rodta promieniowania ciggtego: lampa
wodorowa/deuterowa do 380 nm, od 380 nm
lampa wolframowo-halogenowa

* detektory: fotokomorka, fotopowielacz
elektronowy, fotoogniwo(kolorymetria)

* monochromatory: pryzmat(dawniej), siatka
dyfrakcyjna, filtry(kolorymetria)



UV-VIS

Prawa absorpcji

Roztwor

| prawo Lamberta:

natezenie Swiatta monochromatycznego | po przejsciu
przez osrodek optycznie jednorodny jest proporcjonalne do
natezenia swiatta padajgcego |,



UV-VIS

Prawa absorpcji

Il prawo Lamberta (1760r.):

natezenie Swiatta przechodzgcego przez warstwe
absorbujgcg zmniejsza sie wyktadniczo wraz z liniowym
zwiekszaniem sie grubosci warstwy



UV-VIS

Prawa absorpcji

Roztwor

Prawo Beera(1852r.): natezenie Swiatta
przechodzgcego przez warstwe absorbujgcg zmniejsza
sie wyktadniczo wraz z liniowym zwiekszaniem sie
stezenia roztworu.



UV-VIS

Prawa absorpcji

Prawo Lamberta-Beera (1889r.)
(petna nazwa: Prawo Bouguera-Lamberta-Beera-

Waltera)

gdzie:

€ — molowy wspodtczynnik absorpcji

c — stezenie substancji absorbujgcej

| — grubos¢ warstwy substancji absorbujgcej



UV-VIS

Molowy wspotczynnik absorpcji € jest waznym parametrem
charakteryzujgcym widmo elektronowe, swiadczagcym o
intensywnosci absorpcji promieniowania. Ma on rowniez
duze znaczenie przy oznaczeniach ilosciowych: jego duza
wartos¢ (powyzej 10000) pozwala na oznaczanie bardzo
matej ilosci substancji (zwieksza sie czutos¢ oznaczenia).
Metody dla ktorych € jest mniejszy od 1000 uznaje sie za mato
czufe.

g = —-A—[dm3 mol " tcm™1]

c-l




UV-VIS

Prawa absorpcji

Prawo addytywnosci absorbancji:

jezeli w roztworze znajdujg sie dwie lub wiecej
substancji absorbujgcych promieniowanie UV-VIS, to
catkowita absorbancja roztworu (A) jest rowna sumie
absorbancji poszczegolnych sktadnikow:

A = A1 +A2+An - (Slcl +82€2+ cee +8ncn)°l

gdzie:
A,, A, — absorbancje skladnikow 1 i 2 w roztworze.




UV-VIS

Przyczyny odchylen od praw absorpcji:

Odchylenia od praw absorpcji spowodowane zbyt duzym stgieniem analitu i za-
stosowaniem nieodpowiednich dlugoéci fali.

Odstepstwa od praw absorpcji mogg by¢ wywotane czynnikami:

podstawowe ograniczenia praw (np. za duze stezenia,
niepozadana luminescencja)

aparaturowymi (brak monochromatycznosci promieniowania)

chemicznymi (np. zmiana pH lub stezenia roztworu wptywa na
dysocjacje, solwatacje, kompleksowanie...)



UV-VIS

Chemiczne przyczyny odchylen od praw absorpcji.

Przyktad: zmiana barwy z pomaraniczowej na z6ttg zachodzgca podczas rozcienczania
wodnego roztworu dwuchromianu. Zachodzi wtedy reakcja opisana ponizszym rownaniem:

Cr, 03" + H,0 2 2HCrO; 2 2H* +2Cr0;

pomaranczowy 76ty

Krzywe absorpcji:

a) chromianu potasu (0,5 mol/L
KOH

b) dwuchromianu potasu (1,75
mol/L H,SO,)




)

UV-VIS

Analiza ilosciowa — metoda krzywej wzorcowej:

wybor zakresu stezen analitu dla ktorych absorbancja pozostaje w przedziale 0,3 —
0,8 (ze wzgledu na matg wartos¢ btedu wzglednego pomiaru)

wybor analitycznej dtugosci fali
tworzenie krzywej kalibracyjnej w oparciu o punkty eksperymentalne
odczyt stezenia analitu

2c.3 4 5 6 ¢

c¢[mg ml~"]

Krzywa wzorcowa dla Krzywa wzorcowa dla
jednosktadnikowego ukladu spel- roztworu, w ktorym promieniowa-
niajacego prawo Lamberta Beera. nic absorbuje analizowana substan-
cja i rozpuszczalnik.




UV-VIS

Analiza ilosSciowa — metoda dodawania wzorca

Caf Ca2 Cn M/ﬂ?l

Metoda ta pozwala unikng¢ btedéw spowodowanych
niejednakowym sktadem roztworu badanego i wzorca.
Metoda ta znajduje zastosowanie do oznaczania ilosci
Sladowych analitu obok duzych stezen substanc;ji
towarzyszacych.



UV-VIS

Analiza ilosciowa - uktady 2 (i wiecej) sktadnikowe.

Mozliwe jest ilosciowe spektrofotometryczne
oznaczenie kilku sktadnikow mieszanie nawet jesli
widma tych sktadnikow naktadajg sie na siebie.
Konieczna jest jednak w tym przypadku znajomosc¢
molowych wspotczynnikow absorbcji wszystkich
sktadnikow przy ich analitycznych dtugosciach fal a
poszukiwane stezenia sktadnikow uzyskuje sie
rozwigzujgc odpowiednie uktady rownan.



UV-VIS

Analiza ilosciowa - uktady 2 (i wiecej) sktadnikowe.

A;=8€1,C1 +€C)
A, =€1,C1 + 8,0,

gdzie: A;, A, — wartosci absorbancji prébki
przy dwdch analitycznych dtugosciach fali,
€11, €1, — Wartosci molowych
wspotczynnikéw absorpcji (odpowiednio
przy A, i A,) pierwszego skfadnika, €,,, €5, —
odpowiednie wartosci molowych
wspotczynnikéw absorpcji dla drugiego
sktadnika, c,, ¢, — stezenia obu oznaczanych
sktadnikow

Warunki ktére muszg by¢ spetnione:

* prawo Beera w wybranym zakresie stezen

* prawo addytywnosci absorpcji

e uktad krzywych spektrofotometycznych obydwu
sktadnikéw musi umozliwiaé wybér 2 dtugosci fali, przy
ktérych raz dominuje absorbancja jednego skfadnika, a
raz drugiego

* brak innych substancji absorbujgcych



Metody optyczne stosowane w
chemii analitycznej.



Metody optyczne:

* REFRAKTOMET
* POLARYMETR
* NEFELOMETR

RIA
A

A

* TURBIDYMETRIA



* Rodzaje oddziatywan promieniowania
elektromagnetycznego z materia:



Metody optyczne oparte sg na technice
oddziatywania badanej probki z padajgcym na nig
promieniowaniem elektromagnetycznym.

Sprezyste oddziatywanie promieniowania
elektromagnetycznego na badang probke
tego promieniowania,
zmienia natomiast jego kierunek (fali, strumienia
fotonow). Zgodnie z modelem fali sinusoidalnej,
zmianie ulegnie kierunek fali.



Nefelometria i turbidymetria -
wprowadzenie

 Metody te polegajg na pomiarze swiatta
rozproszonego przez roztwor zawierajgcy w
przeZroczystym osrodku czqgsteczki fazy statej
lub ciekfej w stanie znacznego rozdrobnienia.



Rozpraszanie energii jest efektem zjawisk
towarzyszacym sprezystym oddziatywaniom
promieniowania elektromagnetycznego z materia:

odbicia

dyfrakcji (ugiecia)

catkowitego wewnetrznego odbicia

zatamania

skrecenia ptaszczyzny Swiatta spolaryzowanego



Uktady dyspersyjne

* Roztwor wtasciwy
* Roztwor koloidalny (zol)

e /Zawiesina



Roztwor wiasciwy

e Jest to jednorodna mieszanina dwoch lub
wiecej substancji. Czgsteczki tych substancji sg
w roztworach chaotycznie wymieszane.
Substancja rozpuszczona znajduje sie w stanie
rozproszenia molekularnego. Roztwory
wtasciwe nie rozpraszajg Swiatta, sg
przezroczyste i nie pozostawiajg osadu
podczas sgczenia.



Roztwor koloidalny

Roztwor koloidalny (koloid, uktad koloidowy)— niejednorodna
mieszanina, zwykle dwufazowa ( ), tworzaca uktad
dwadch substancji, w ktdrym jedna z nich (faza rozproszona) jest
rozproszona w drugiej (faza ciggta). Rozdrobnienie (czyli stopien
dyspersji) substancji rozproszonej jest tak duze, ze fizycznie
mieszanina sprawia wrazenie homogenicznej, jednak nie jest to
wymieszanie na poziomie pojedynczych czgsteczek.

to uktady gdzie fazg rozproszong s makroczgsteczki,
na przykfad polimery (zelatyna, skrobia, biatka) — nie wystepuje
woOwczas wyrazna granica fazowa, bo czasteczki rozpuszczalnika
mogg wnika¢ do wewnatrz makroczgsteczki. Roztwory koloidalne
nazywane sg zolami. Wykazujg wtasciwosci posrednie miedzy
roztworami wtasciwymi i zawiesinami. Czastki rozproszone nie sg
widoczne nawet pod mikroskopem, ale powodujg zjawisko
rozproszenia $wiatta. Srednica drobin od 1 do 100 nm.



Zawiesina

Jest to mieszanina dwu, lub wiecej substancji, z
ktorych jedna stanowi faze ciggtg zewnetrzng, a
pozostate (nierozpuszczalne w fazie zewnetrznej) s3
rozproszone w postaci drobin widocznych gotym
okiem. Czastki zawieszone powodujg rozproszenie
Swiatta przechodzacego przez zawiesine i osadzajg
sie podczas sgczenia lub na dnie naczynia pod
wptywem grawitacji. Zawiesina jest uktadem
stosunkowo nietrwatym. Trwatosc¢ zalezy od
rozdrobnienia substancji rozproszonej i gestosci
oraz lepkosci fazy rozpraszajgcej. Srednica drobin od
0,1 do 10 um.




Nefelometria

* Pomiar nefelometryczny polega na badaniu
zjawisk zachodzgcych podczas przechodzenia
Swiatta przez osrodek niejednorodny.
Mechanizm tego zjawiska moze byc¢ rozny w
zaleznosci od rozmiaru czastek. W roztworach
koloidowych (Srednica czastek od 1-100 nm)
promien ulega gtownie ugieciu. W przypadku
czastek o wiekszych srednicach nastepuje
rozproszenie swiatta przede wszystkim na
zasadzie odbicia.



Nefelometria

e Jezeli caty badany uktad jest przezroczysty,
mozliwe jest zatamywanie Swiatta na granicach
osrodkow o roznej gestosci. Taki mechanizm jest
charakterystyczny dla rozproszenia Tyndalla.

* Najwiegkszg role w rozpraszaniu odgrywa
dyfrakcja i odbicie. Swiatto jest wtedy
rozpraszane rownomiernie we wszystkich
kierunkach. Kat pomiaru promieniowania
rozproszonego wynosi najczesciej 90°, co
umozliwia oddzielenie promieniowania wigzki
pierwotnej od promieniowania rozproszonego.



ldea pomiaru nefelometrycznego

‘ detektor |




Nefelometria

W analizie medycznej nefelometrie stosuje sie
do oznaczania rozcienczonych roztworéw
biatek. Intensywnosc Swiatta rozproszonego |,
na matych kulistych czgstkach koloidu jest
opisana wzorem:

Vi
6 _ 4 [
II =F-IH-NE-I' -Y _—_1
A
F — wspolczvnnik zaleimv od geometrii ukladu optvcznego aparatury
Iy — intensyvwnosc wiazki pierwotnej

N.;—liczba czastek rozpraszajacvch
r — promien czastek

v —liczba falowa (v=1/1)

4 — dhugosc fali

V — objetosc czasteczka




Turbidymetria

 Metoda ta umozliwia pomiar stezenia koloidow i
zawiesin. Swiatto padajace o natezeniu |, moze w
badanej probce zostac rozproszone lub
zaabsorbowane. Natezenie promieniowania
przechodzacego I, jest wiec réwne:

Itr= I0 = Iabs - Ir

‘ deteltor \




Turbidymetria cd.

* W roztworach wtasciwych |_jest praktycznie do pominiecia,
stad zaleznosc:

l,,=1,— 1, — 1. ulegauproszczeniu i otrzymujemy:
I, =1,—1

r abs

W bezbarwnych roztworach niewtasciwych (koloidalnych)
do pominiecia jest I ,.. Wtedy:

. =1,—1 czyli:

Ir = IO_ Itr



Turbidymetria

* Promieniowanie transmitowane jest wiec
ostabione z powodu rozpraszania
promieniowania padajgcego. Poprzez pomiar
l,, uzyskujemy informacje o wielkosci
promieniowania rozproszonego:

r= IO_ Itr



Turbidymetria

e Technike pomiaréw, opartg na pomiarze absorpcji
pozornej | =1,— I, spowodowanej zmetnieniem
roztworow, stosuje sie do oznaczania stezen zawiesin
o srednicach lub rozmiarze czgstek powyzej 100 nm.
Ta technika pomiarow nazywa sie turbidymetrig. Tak
zwana absorbancja pozorna A, (lub Turbidancja S)
jest proporcjonalna do stezenia ¢ substancji badanej i
dtugosci drogi optycznej | zgodnie z rownaniem:




Turbidymetria

* g, Jest Wspé’fczynnikiem empirycznym, zalezlr)ym
od warunkow eksperymentalnych, ma wartosc
statg tylko dla identycznych warunkéw. Pomiar
absorbancji pozornej umozliwia okreslenie

stezenia analitu.

* Turbidymetria cechuje sie wysokg czutoscia.
Pozwala na oznaczanie roztworow koloidalnych
przez wytrgcanie nadmiarem odczynnika. Tak
oznacza sie aniony Cl, Br, SO,%, PO,* w
stezeniach 10° - 10~ mol/I.



Nefelometria vs turbidymetria

| detektor Tut‘hid:fmet ria

| detektor |

Nefelometria




Nefelometria i turbidymetria — uwagi.

Wszystkie pomiary nefelometryczne i turbidymetryczne
prowadzone sg wzgledem wzorcow, w scisle
standaryzowanych warunkach. Szczegolnie istotnym
jest przestrzeganie ustalonego czasu odczytu liczony od
przygotowania roztworow. Oznaczanie
turbidymetryczne stosowane jest w przypadku zawiesin
o wiekszych stezeniach a nefelometryczne jest
doktadniejsze przy wiekszym rozcienczeniu. Metodami
tymi oznacza sie m.in. insuline, cholesterol,
hemoglobine, kwasy nukleinowe w laboratoriach
przyszpitalnych
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