Molekularna spektrometrija

Absorpcija
Fluorescenca

Pojavi v snovi (posledica interakcije EM valovanje - snov):

n Elektronski prehodi
= Vibracije
= Rotacije
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Molekularna spektrometrija UV-VIS

Elektronski prehodi (UV-VIS):

Molekule:

o *
n n*
Atomi:

Prehodi zunanjih elektronov

10.4.2014

Molekularna spektrometrija UV-VIS

hv 170nm, foton

Molekularna absorpcijska
spektrometrija

Vibracije (IR):
Sprememba dolzine vezi

Rotacije (IR):
Sprememba energije molekule zaradi
rotacij




Molekularna absorpcijska
spektrometrija

Proces absorpcije:

Vsako elektronsko stanje v molekuli spremlja
niz vibracijskih nivojev

Vsak vibracijski nivo sestavlja vec rotacijskih
nivojev.

Posledica je zvezni absorpcijski spekter!
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i Absorpcija
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Molekularni absorpcijski
spekter
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valovna dolzina




Molekularna absorpcijska
spektrometrija

Kvalitativna analiza: UV/VIS, IR

Identifikacija snovi temelji na primerjavi
absorpcijskega spektra neznanega vzorca
z referen¢no substanco!

Predvsem IR spektroskopija!!!
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i Absorpcijski spekter

Absorbance

10

350 400 450
wavelength (nm)

Spektrofotometrija

Kvantitativha analiza
Osnova Beer-Lambert-ov zakon
Predvsem UV/VIS

Beerov- Lambert-ov zakon: Delez absorbirane
svetlobe je eksponentna funkcija
koncentracije analta in dolZine poti
svetlobnega Zarka skozi vzorec.




Spektrofotometrija
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Spektrofotometrija -
Beerov zakon

_dP -K.P
dN
P........ intenziteta sevanja
N..ooos Stevilo delcev, ki absorbirajo

K....... konstanta

Spektrofotometrija -
Beerov zakon

Ker je Stevilo delcev, ki absorbirajo (N), odvisno
od koncentracije in dolzine poti, velja:

K.N =k'b.c

k' .... absorptivnost (vkljuCuje tudi faktor za
pretvorbo naravnega logaritma v desetiski
logaritem




Spektrofotometrija -
Beerov zakon

Definiramo prepustnost (transmitanco)
kot delez prepuscene svetlobe:
=X
PO

in absorbanco:
-log(T) =A

A= abc
A...... absorbanca
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Spekt

Beer Lambert-ov zakon
A=¢.cl

#bsorbanca

Valovna dodina, rin




Kaj je komplementarna barva?

Obmogje val. dolzin barva Komplementarna
(nm) barva

400-435 Vijolicna Rumeno-zelena
435-480 Modra Rumena
480-490 Modro-zelena Oranzna
490-500 Zeleno-modra Rdeca

500-560 Zelena Skrlatna
560-580 Rumeno-zelena  Vijoli¢na
580-595 Rumena Modra

595-650 Oranzna Modro-zelena
650-750 Rdeca Zeleno-modra
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Zakaj je raztopina Fe(SCN)?*

i rdecCe barve?

Fe(SCN)Z* absorbira zeleno komponento
vpadne polikromatske (bele) svetlobe in
prepus€a rdeCo (komplementarno)
barvo.

Zakaj so rastline zelene?
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* Spektrofotometrija- primer 1

IzraCunajte absorbanco za raztopino, ki pri 450
nm prepusca 89% svetlobe!

T= 89/100 = 0,89

A = —log(T) = -log (0,89) = 0,051




Spektrofotometrija

Dolocevanje koeficienta absorptivnosti:

Uporaba standardnih raztopin! (Standardne
raztopine - raztopine z znano koncentracijo)

Ce izrazamo koncentracijo v mol/L,
govorimo o molarnem absorpcijskem
koeficientu - ¢. (? Enota)
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i Spektrofotometrija- primer 2

Raztopina vsebuje 4,50 mg/L obarvane spojine. Izmerili
smo absorbanco 0,30 pri 530 nm v 2 cm celici — kiveti.
Izralunajte a!

A= a.b.c.

a- Absorptivnost, A- Absorbanca, b- dolZina poti, c-koncentracija

a= A/b.c = 0,30/(2,00cm . 4,5mg/l) = 0,33 cm mg!
|

i Spektrofotometrija-primer 3

Raztopina Co(H,0)** ima absorbanco 0,20 pri 530
nm v 1,00 cm kiveti. ¢ je 10 L mol't cm™.
IzraCunajte koncentracijo!

A= ¢e.b.c
C=A/(eb) =0,020 M




Spektrofotometrija-primer 4

Absorbanca raztopine z neznano koncentracijo
MnQO, je 0,500 pri 525 nm. Pri enakih pogojih je
absorbanca 1,0x10# M raztopine 0,200.
IzraCunajte koncentracijo neznane raztopine!

A, gbc, ¢

X X

A, _sbcx ¢

s

C= 2,5X10* M

B

Predpostavili smo linearno odvisnost absorbance
od koncentracije!
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Spektrofotometrija-
i merjenje absorbance
Vedno jo poizkusamo meriti pri valovni
dolZini, ki ustreza maksimumu absorpcije.

To nam zmanjSa napake, izboljSa
obcutljivost in zniza mejo zaznave.

i Spektrofotometrija

A

napaka_pri
merje nN

\\L

enake variacije 1
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Spektrofotometrija-
merjenje absorbance

Napake pri merjenju absorbance:

Nizke koncentracije: majhne koncentracijske
spremembe povzrocijo velike spremembe v
prepustnosti (T)

Visoke koncentracije: spremembe v
prepustnosti majhne.

Optimalno obmodje:
T: 20-80%
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i Spektrofotometrija

&/Majhne Ac velike AT

%T [ | \\Majhne AT velike Ac

[ 1

koncentracija

i Spektrofotometrija

Relativna napaka vs. Prepustnost (T)

Relativna napaka

%T
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i Spektrofotometrija

VECKOMPONENTNI SISTEM

Absorbanca je aditivna koli¢ina!
A= a,b,c, + a,b,c,

Ce uporabimo isto kiveto:
A, = (a,c,+a,c,)b

Spektrofotometrija-primer 5

Zelimo doloditi koncentracijo kovinskega

kompleksa (MR), ki absorbira pri 522 nm

(e=1,18.10%) v prisotnosti 1.104 M
raztopine reagenta (R) (¢ = 5,16x102).

Merjena absorbanca je 0,727 v 1,00 cm

kiveti. Kaksna je koncentracija MR v
raztopini?

Spektrofotometrija-

i primer 5.(nadalj)

A = evrCur tTeRCR

0,727 = 1,18x10% ¢, +( 5,16x102)(10"
4)M
cyR = 5,72x105 M
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i Spektrofotometrija

interakcije v raztopini

|
A
|
|
! |
|
| linearno obmotije
l

C

vpilv ozadja
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i Spektroskopija- izvori (1)

Izvori zveznega valovanja:
VIS

volframove Zarnice (stabilen napajalnik!)

uv
devterijeve Zarnice

i Spektrofotometrija-izvori

b
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Spektroskopija-

i Izbira valovne dolzine

Monokromatorji

Zanima nas lahko izbrana valovna dolzina ali
obmocje valovnih dolzin (»scan«)

Ne glede na izvor, ne moremo doseci absolutne
monokromatske svetlobe

Crtasti izvori so ozpostavljeni Dopplerejemu efektu
Pri monokromatorjih pa moramo upostevati
konstrukcijske znacilnosti (Sirina reze)
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Spektroskopija-
i Izbira valovne dolzine (I)

Filtri

Absorpcijski filtri
Interferencni filtri

i Absorpcijski filtri

prepuséena svetloba

snov 1 snov 2

propustnost

val. dolzina
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i Interferencni filtri

Interferencni filter

tanka plast CaF2 ali MgF2
Imax = 2d.n/N
d debelina plasti

n lomni koli¢nik
N red
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Spektroskopija-

i Izbira valovne dolzine -Monokromatoriji

Prizme:

Vidno, UV podrocje kremen

IR NadCl, KCI

Prednosti:

Omogoca izbiro valovnih dolzin v Sirokem obmocju
Cena

Slabosti:

Majhna disperzija (locljivost)

Svetloba prehaja skozi material, zato je omejeno
obmodje valovnih dolZin (absorpcija!)

Spektroskopija-

i Izbira valovne dolzine -Monokromatoriji

Uklonske mreZice
Stevilo zarez/mm
UV/vis 300-2000 ¢rt/mm
IR 10-200 ¢ért/mm

Stevilo vpliva na locljivost!
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i Uklonska mrezica

ni =d(sini+sinr)

r.
d
n
A

.. vpadni kot

..kot odbitega Zarka
...razdalja med zarezami
...red uklona

...valovna dolZina
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i Spektroskopija-detektoriji (1)

= Pretvorba opti¢nega signala v elektrocni

(merljivi ) signal.

= Izbira detektorja zavisi od valovne

dolzine!)

Spektroskopija-detektoriji (1)

Vrste detektorjev: val. Dolz.
fotocelica 150-1000
fotopomnozevalka 150-1000
»Solid state« 350-3000
termocleni 600-20000
termistorji 600-20000
diode array 150-1000
CCD UV-VIS

Mejena koli¢ina  Podrodje

tok UV/vis
tok UV/vis
razli¢no

tok IR
upor IR

tok UV/vis
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i Spektroskopija-detektor;ji (l1I)

Fotocelica:

Fotoelektri¢ni efekt: Foton, ki pade na katodo
prekrito s posebno povrsino izbije elektron.
Merimo tok, ki je proporcionalen Stevilu
fotonov, ki padejo na fotokatodo.

Fotocelice imajo majhen »temni tok, ki je
posledica termicnih vplivov.

i Fotocelica
D‘ katoda
b anoda

90V

i Spektroskopija-detektoriji (IV)

Fotopomnozevalke:

Podobno fizikalno ozadje kot pri
fotocelicah, s tem, da primarni fototok
ojacimo na seriji dinod.
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i FotopomnoZevalka (I)

konverzijska dinoda

anoda okno

dinoda
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i FotopomnoZevalka (II)

i Fotodiodni niz —"Diode array”

= Serija fotodiod, ki so razvrScene na
integriranem vezju

= S to vrsto detektorja lahko hkrati
merimo svetlobo razlicnih valovnih

dolzin
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Spektrofotometrija-
instrumentacija

Instrumenti za UV-VIS spektrometrijo

Instrumenti za IR spektrometrijo

Spektrofotometrija-
instrumentacija

= Enozarkovni spektrometri
= Dvozarkovni spektrometri
= Veckanalni spektrometri
= Fluorimetri

i Enozarkovni sistem

ENOZARKOVNI SPEKTROFOTOMETER

]

1 svetlobni izvor 4 kiveta
2 izbira valovne dol 5 detektor

3 zaklop 6 zapis signala
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i Dvozarkovni sistem
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Filter Detektor

Zarnica I M vzorec
QqC[ ngng
:

AA

Zarnica I vzorec
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Primer:Spektrofotometri¢no
doloCevanje zeleza:

Temelji na nastanku tiocianatnega
kompleksa (Fe(SCN)?*), ki ima maksimum
absorpcije pri zeleni barvi.

Pri spektrofotometriji moramo torej izbrati
komplementarno barvo svetlobe glede na
barvo komponente, ki jo Zelimo dolociti.
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Obmogje val. dolzin
(nm)
400-435

435-480
480-490
490-500
500-560
560-580
580-595
595-650
650-750

barva
Vijoli€na
Modra

Modro-zelena

Zelena
Rumeno-zelena
Rumena
Oranzna

Rdeca

Komplementarna
barva
Rumeno-zelena

Rumena
Oranzna
Rdeca
Skrlatna
Vijolicna
Modra

Modro-zelena
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