UV-VIS spektrofotometri

Interpretacija i primjena
UV-VIS spektara

Elektronska spektroskopija

Elektromagnetsko zragenje valne duljine u rasponu od 200 - 800 nm
moze potaknuti prijelaze elektrona vanjskih ljuski:
*Kod atoma su to elektroni u valentnim orbitalama.

*Kod molekula su to elektroni u veznim orbitalama.

Energija molekule u razli¢itim elektronskim stanjima ne moze se

opisati jednostavnim modelima.

Razmatramo kvalitativne aspekte elektronskih prijelaza.

400 450 500 550 600 650

[ o
1000 |-
n CHy~.
i /\ s
E smb 07NN
500/ .
4 affeine
0
250 270 290 310 330 350
500 — 5
400 C-0H
300 P 0-Cc—CH,
200 0
b Acety salieylic acid
“"[’) \ | aspirin)

il
250 270 290 310 330 350

o
i
CH,~C—CH,

Acetone

'
210 230 250 270 290 310 330 350

A Inm

UVv-VvIS ﬁ A f— Mijerenje UV-VIS spektra
Spektrl :ﬁ%:/‘ ‘ ‘\‘ ‘ UV-VIS spektar:

Izmjerena apsorbancija A prema valnoj duljini 2.
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Beer-Lambertov zakon

Pokazuje odnos izmedu apsorbancije i koncentracije tvari u otopini.

Od koristi za kvantitativno odredivanje tvari u kemiji, farmaciji i biokemiji.
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& = molarni koeficijent apsorpcije.
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| = debljina sloja uzorka.

¢ = koncentracija tvari u otopini.
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Beer-Lambertov zakon

Izmjerenoj absorbanciji na odredenoj
valnoj duljini doprinosi svaka tvar koja

apsorbira na toj valnoj duljini.
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Mijerenje UV-VIS spektra

Instrumenti za mjerenje UV-VIS spektara:

*Spektrofotometri s jednom zrakom.
*Spektrofotometri s dvije zrake. p
*Kolorimetri (fotometri). = I_

MONOKROMATOR NOSAC UZORKA

FUKQTINA KIVETA S OTOPINOM DETEKTOR ZRACENJA
DISPERZNI ELEMENT ISPITIVANE TVARI
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Izvori zraCenja

Halogenaili Volframova zarulja (VIS):
«Jaki intenzitet u vidljivom podru¢ju i vrlo slabi u UV podru¢ju.

*Vrlo mala promjena intenziteta s vr.emenom.

Deuterijska lampa (UV):

*Uporabljivi intenzitet u UV podrucju slabi u vidljivom podrucju.
*Vrlo mala promjena intenziteta s vr.emenom.

«Intenzitet s vremenom slabi (kratko vrijeme trajanja ~1000 sati).

Xenon lampa (UV-VIS):

e “Torceon «Jaki intenzitet u vidljivom i UV podru¢ju.
Monokromator Nosaci uzorka (kivete)
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Staklena ili kvarcna prizma (UV-VIS) %
Opticka mrezica (UV-VIS)

*Rezolucija spektrofotometra: 0.01 - 5 nm.

Opticki filteri (VIS, kod kolorimetra) \
*Rezolucija kolorimetra: 20 - 50 nm. \

Za otopine: L

«Staklenaili plasti¢na kiveta (VIS).
«Kvarcna kiveta (UV-VIS).
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Detektori

Fotomultiplikator (UV-VIS). Pfi‘""‘"\ ?‘"‘,‘r ot |

cathode

«Vrlo velika osjetljivost i mali Sum.
*Brzi odziv. |
Fotodioda (UV-VIS). Figure 1

*Velika osjetljivost i Siroki raspon mjerenja.

Voltage Droppin
Resisiors

*Dobar odnos signal/Sum.
«Zahtjeva manje sloZene elektronske sklopove.
Fotodiodni niz (UV-VIS).

*Sastoji se od niza fotodioda.

*Vrlo brzo izmjeri cijelo podrugje spektra.

Kolorimetar
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Spektrofotometar s jednom zrakom
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Spektrofotometar s dvije zrake
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UV-VIS Spektrofotometar s jednom
zrakom i fotodiodnim nizom
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UV-VIS Spektrofotometar s
fotodiodnim nizom

IMERZIJSKA PROBA UV-VIS
SPEKTROFOTOMETRA

Primjena UV-VIS spektroskopije

U svakodnevnoj uporabi u kemiji, farmaciji i biokemiji u analitici,
kontroli kvalitete i razvoju lijekova.

Kvalitativha primjena UV-VIS spektroskopije, uz odredivanje strukture
molekula, je identifikacija nepoznatih spojeva i detekcija poznatih
spojeva (molekula).

Kvantitativha primjena spektroskopije je mjerenje koncentracije poznatih
spojeva u uzorcima. Tako se brojne analiticke metode u kemiji, biokemiji
i farmaciji temelje na uporabi UV-VIS spektroskopije.

ePrimjenjiva za veliki broj organskih i anorganskih spojeva.
«Osijetljiva i selektivna metoda.




Primjena UV-VIS spektroskopije

Moguc¢nosti mjerenja UV-VIS spektrofotometrom

Mjerenje UV-Vis spektra (A prema A):
eza pojedinu valnu duljinu mjeri se absorbancija.

Mijerenje UV-Vis spektra u viemenu (4 prema ti prema 1):
eMoze se pratiti odvijanje procesa tijekom vremena.
«Od koristi u kinetici, kromatografiji, itd.
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UV apsorpcija proteina

Kromofori proteina mogu se podijeliti na:

epeptidna veza: ~ 190 nm (€ ~7000 M-tcmr?) i ~ 210-220 nm (€ ~100 M-tcnr?).
eaminokiseline: (Trp, Phe, Tyr, His) ~230-300 nm (& ~ 1300-5700 M-1cnmrY).
eprosteticke skupine, (npr. Hem).
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UV apsorpcija nukleinskih kiselina
*UV apsorpcija nukleinskih kiselina dolazi od purinskih i pirimidinskih baza.

«DNA i RNA fragmenti imaju maksimum apsorpcije na
~260nm i & ~ 10000 M-tcnrt.

|z ovih podataka moze se procijeniti priblizna koncentracija ¢istih
uzoraka DNA i RNA vrlo male koncentracije.
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UV-Vis apsorpcija biomolekula
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