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Zastosowanie spektroskopii UV/VIS w okreslaniu struktury

zwiazkow organicznych
Malgorzata Krasodomska

1.1. Wprowadzenie do spektroskopii UV/VIS

Spektroskopia w nadfiolecie, oraz swietle widzialnym UV/VIS (Ultraviolet/ Visible Spectroscopy)
jest jedna z metod stosowanych w badaniach struktury zwigzkéw organicznych. Wykorzystywany do
badan w tej spektroskopii jest obszar widma promieniowania elektromagnetycznego od 200 nm —
780 nm. Dhugo$¢ fali w tym obszarze podajemy najczesciej w nanometrach (1nm = 10° m).

Obszar promieniowania nadfioletowego UV rozcigga si¢ od 100-380 nm (Rysunek 1). Wyrdznia
si¢ daleki ultrafiolet (dtugos¢ fali 100-200 nm) oraz bliski ultrafiolet — (dlugos¢ fali 200-380 nm). Dla
chemika organika interesujgcy jest zakres bliskiego nadfioletu (bliski UV), natomiast daleki nadfiolet
(prozniowy UV) dostepny jest dzigki zastosowaniu prézni ( ze wzgledu na absorpcje powietrza w tym
obszarze). Stosuje si¢ rowniez podziat ze wzgledu na dzialanie na cztowieka. Oznacza si¢, jako UV-A,
promieniowanie o dlugosci fali 320-380 nm. Promieniowanie UV-A przyspiesza procesy starzenia
uszkadzajac widkna kolagenowe w skorze. Diugoletnia ekspozycja na duze dawki promieniowania UV-A
moze powodowac zmetnienie soczewki, czyli zaémg. Promieniowanie z zakresu 280-320 nm, tzw. UV-B,
powoduje wytwarzanie witaminy D w skorze. Najbardziej niebezpieczne dla ludzkiego organizmu jest
promieniowanie UV-C ( dlugos¢ fali 200-280 nm). Dluga ekspozycja na dziatanie UV-C ma zwigzek ze
zwigkszong czestoscig wystgpowania nowotworow skory np. czerniaka. Widzialna czgs¢ widma rozcigga
si¢ od 380nm do 780nm.
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Rysunek 1. Zakres promieniowania elektromagnetycznego charakterystyczny dla UV/VIS.

Energia pochtaniana w obszarze nadfioletu odpowiada przejsciu elektronowemu ze stanu
podstawowego, o nizszej energii do stanu wzbudzonego o wyzszej energii. Pochlaniana energia jest
kwantowana tzn. odpowiada $cisle r6znicy pomigdzy poziomami energetycznymi. Im mniejsza rdznica
energii pomi¢dzy poziomami tym wigksza dlugos¢ fali promieniowania zaabsorbowanego:

E=hv= 2

A
gdzie:

h=6,62 x 10** [J x s] stata Plancka
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Widmo w obszarze UV/VIS nazywane jest elektronowym widmem absorpcyjnym, jednakze $cisle
biorgc jest ono widmem elektronowo-oscylacyjno-rotacyjnym. Energia czasteczki jest sumg energii
elektronowej, oscylacyjnej i rotacyjnej. Poziomy energetyczne odpowiadajace poszczegdlnym stanom
przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. Diagram poziomow energetycznych w czasteczce. E poziomy elektronowe czasteczki,
v poziomy oscylacyjne poszczegdlnych stanéw elektronowych, J poziomy rotacyjne poszczegdlnych
stanéw elektronowo- oscylacyjnych

Poniewaz przejSciu elektronowemu towarzyszg przejécia z okre§lonej sekwencji podpoziomow
oscylacyjnych i rotacyjnych do odpowiedniej ich kombinacji w stanie wzbudzonym, widmo sktada si¢ z
pasm absorpcyjnych, a nie pojedynczych linii.
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W zwigzkach organicznych absorpcja promieniowania w obszarze UV/VIS wywoluje zmiany
standw energetycznych elektrondw walencyjnych (spektroskopia widm elektronowych), powoduje ona
przeniesienie elektronu z jednego orbitalu na inny o wyzszej energii (Rysunek 3). Mozemy wyr6zni¢ tu
przejscia zwigzane z przeniesieniem elektrondw wigzan pojedynczych o, wielokrotnych r oraz elektrony
wolnych par elektronowych n. Elektrony te moga ulegaé wzbudzeniu przechodzac na orbitale
antywiazace ¢ lub n* (orbital antywigzacy oznacza si¢ gwiazdka) o wyzszej energii.

Widmo w nadfiolecie obserwuje sie, gdy energia promieniowania elektromagnetycznego
odpowiada energii odpowiedniego przejscia elektronowego. Pobudzenie -elektronow o wymaga
najwiekszej energii, odpowiadajacej §wiathu ultrafioletowemu o krotkiej dtugosci fali (daleki ultrafiolet).
Najczescie] obserwujemy przejscia zwigzane z przeniesieniem elektronow m Oraz n, zwigzane z
absorpcjg promieniowania z obszaru bliskiego nadfioletu. W praktyce spektroskopia UV/VIS ogranicza

si¢ do uktadow sprz¢zonych, ktorych przejscia elektronowe zwigzane sa z absorpcja promieniowania z
zakresu 200 — 380 nm.
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Rysunek 3. Klasyfikacja przejs¢ elektronowych

Analizujac diagram orbitali akroleiny (Rysunek 4), ktora jest przyktadem zwigzku o sprz¢zonym
ukladzie wigzan C=C i C=0O mozna zauwazy¢, ze oprocz elektrondéw wiazan podwdjnych =, czasteczka
dysponuje wolng para elektronow atomu tlenu. Orbital niewigzacy obsadzony elektronami n ma wyzsza
energie, niz najwyzszy obsadzony orbital molekularny wigzacy (HOMO, ang. Highest Occupied
Molecular Orbital) typu . Podczas absorpcji promieniowania elektromagnetycznego o dlugosci fali A =
315 nm jeden z elektronéw n zostaje przeniesiony z orbitalu niewigzacych n na najnizszy nieobsadzony
orbital molekularny (LUMO ang. Lowest Unoccupied Molecular Orbital) typu n. Przy krotszej
dhugosci fali (wigkszej energii) A = 210 nm obserwujemy drugie przejScie zwigzane z przeniesieniem
elektronu z orbitalu HOMO typu = na orbital LUMO typu 7.
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Rysunek 4. Diagram przejs¢ elektronowych dla czasteczki propenalu (akroleiny)

Widmo UV/VIS przedstawiane jest w postaci zaleznosci absorbancji A od dlugosci fali
promieniowania A (nm). Absorbancja wiazki promieniowania monochromatycznego przechodzacej
przez jednorodny roztwdr substancji jest wprost proporcjonalna do st¢zenia roztworu € i do grubosci
warstwy absorbujacej (dtugosci kuwety) | (prawo Lambera-Beera):

A=log§’=8><c><l

gdzie:
lo — natgzenie promieniowania padajacego na probke,
| — natgzenie promieniowania po przejsciu przez probke
& —wspolczynnik absorpcji
| — dlugos¢ drogi optycznej
C — stezenie roztworu

Absorbancja w starszej literaturze nazywana byta absorpcja lub ekstynkcja.
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Przy stosowaniu wyzej podanego wzoru wartosci mogg by¢ podawane w dowolnych jednostkach.
Jezeli jednak stezenie podawane jest w jednostkach mol/l, a grubo$¢ warstwy w centymetrach cm, to
wspoélczynnik absorpcji nazywamy molowym wspélezynnikiem absorpcji € lub wspoélczynnikiem
ekstynkcji (ekstynkcja) &.

_ A
exl

Widmo prezentowane jest w ten sposob, ze linia podstawowa znajduje si¢ na dole wykresu,
absorpcji promieniowania odpowiada pasmo skierowane do gory wykresu (Rysunek 5). Widma UV/VIS
rejestrowane sg przewaznie dla zwigzkow w postaci gazowej lub w roztworze.
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Rysunek 5. Przyktadowe widmo UV/VIS

Pasma absorpcyjne par substancji czgsto wykazujg ztozonag strukturg subtelng. W widmie benzenu
w postaci gazowej wyraznie widoczna jest struktura oscylacyjna (Rysunek 6 krzywa narysowana
czarnym kolorem). Duza liczba podpoziomdéw i1 male odstepy powoduja, ze waskie pasma zlewajg si¢
tworzac szerokie pasma absorpcyjne lub ,, obwiednie pasm” (Rysunek 6 krzywa narysowana czerwonym
kolorem). Obserwujemy to zjawisko zwlaszcza dla widm zwigzkow zarejestrowanych w roztworach.
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Rysunek 6. Widmo UV/VIS benzenu (pary)
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Pasmo w widmach UV/VIS definiuje si¢, okreslajac dlugosé fali (Amax), ktora odpowiada
maksimum absorpcji. Drugim charakterystycznym parametrem widma UV/VIS jest intensywnos¢
absorpcji promieniowania, ktorg okreslamy podajac wartos¢ molowego wspélczynnika absorpcji €, dla
dhugosci fali Amax. Widmo UV toluenu (w roztworze izooktanowym) mozna zatem opisaé nastepujaco:
Amax = 261nm (Amax najwyzszego wierzchotka w pasmie o strukturze subtelnej), € = 300.
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Rysunek 7. Widmo UV/VIS toluenu (w roztworze izooktanowym)

W omawianiu widm postugujemy si¢ pojeciami:

Chromofor — grupa atoméw odpowiedzialna za selektywng absorpcje elektronowg w zakresie 180-
800 nm

Auksochrom — grupa atoméw, podstawnik, ktora przylaczona do chromoforu wptywa na polozenie, a
takze na natezenie maksimum absorpcji

Przesunigcie batochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal dluzszych

Przesunigcie hipsochromowe — przesunigcie pasma absorpcyjnego w kierunku fal krotszych

Efekt hiperchromowy — podwyzszenie natezenia pasma absorpcji

Efekt hipochromowy - obnizenie nat¢zenia pasma absorpcji
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Rysunek 8.
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1.2.  Zastosowanie spektroskopii do ustalania struktury zwiazkéw organicznych

Strukture zwigzkow organicznych ustala si¢ wykorzystujac rozne rodzaje spektroskopii, glownie
spektroskopie IR oraz  NMR. Natomiast widma UV/VIS zwykle pomocniczo stuza do potwierdzenia,
badz wykluczenia obecnosci chromoforéw w czasteczce. Spektroskopia UV/VIS jest rowniez
wykorzystywana do okreslania wzajemnego polozenia tych grup. Brak pasm absorpcyjnych
odpowiadajacych danemu chromoforowi wyklucza jego obecno$¢ w zwiazku. Natomiast obserwacja
pasm charakterystycznych dla danego chromoforu nie przesadza o jego obecnosci w czasteczce.

Zdolnos¢ zwigzku organicznego do pochlaniania promieniowania nadfioletowego zalezy od jego
struktury elektronowej. Wiasciwie wszystkie zwigzki organiczne absorbujg promieniowanie z zakresu
UV. Jednakze do badanh uzyteczne sa zwigzki, dla ktorych czesto$¢ promieniowania zaabsorbowanego
lezy w bliskim nadfiolecie, co w praktyce sprowadza si¢ do ukladow zawierajacych wigzania
wielokrotne, zwykle w ukladzie sprzezonych.

Pojecie chromoforu jest zdefiniowane (powyzej), jako grupa atoméw odpowiedzialna za
selektywng absorpcj¢ elektronowg w zakresie 200-800 nm. Izolowane chromofory maja swoja
charakterystyczng absorpcje, ktora w matym stopniu zalezy od pozostalych elementow czasteczki, co
utatwia ich identyfikacje. Do najwazniejszych chromoforow nalezg chromofor etylenowy, acetylenowy,
karbonylowy, oraz chromofory aromatyczne (patrz tabl. 17 lit).

Chromofor | Przyklad Wzbudzenie | Amax log & Rozpuszczalnik

C=C Eten T — T 162,5 4,2 heptan

C=C Etyn n—x* 173 3,8 gaz

C=0 Aceton n— a* 279 1,2 cykloheksan
T— T 188 3.3 cykloheksan

N=0O Nitrometan | n — #* 278 1,3 eter

C-X Bromek n— c* 204 2,3 gaz

X=ClI, Br metylu

Tabela 1
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Korzystajac ze spektroskopii UV/VIS fatwo zidentyfikowa¢ zwiazki zawierajace sprzezony uktad
wigzan wielokrotnych, w tym zwiazki aromatyczne (Rysunek 9).
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Rysunek 9. Widma UV/VIS przykladowych zwigzkoéw aromatycznych

Widmo benzenu, charakteryzujace si¢ wyrazng strukturg subtelng (Rysunek 6 i 9), sktada si¢ z
trzech pasm absorpcyjnych 184 nm (pasmo E; wg Braudego), 204 nm (pasmo E, wg Braudego), 256 nm
(pasmo B wg Braudego). Najbardziej charakterystyczne jest pasmo przy Amax.= 256 nm, tzw. pasmo
absorpcji benzenowe;.

Wzrost liczby pierScieni w szeregu zwigzkOw aromatycznych powoduje przesunigcie
batochromowe wszystkich pasm absorpcyjnych, az do zakresu widzialnego (Rysunek 9 i 10).

Wprowadzenie do pierScienia aromatycznego podstawnikow zawierajace wolne pary elektronowe
(OH, OR, NHz, NR3,) wywotluje silne przesunigcie batochromowe polozenia pasm absorpcji z silnym
efektem hiperchromowym. Natomiast podstawniki alkilowe wywotuja nieznaczne przesunigcie pasm w
strong fal dtuzszych. Tablice (Tablica 23 i1 24) zawierajace reguly obliczania pasm absorpcji pochodnych
benzenu dotyczace mozna znalez¢ w literaturze [2].
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Rysunek 10. Widmo UV/VIS toluen, oraz 1-metylonaftalenu.

Wigkszos¢ zwigzkow organicznych ma skomplikowang budowe, zawiera kilka grup funkcyjnych.
Widmo zwigzku zawierajacego kilka chromoforéw zalezy od ich wzajemnego potozenia. W przypadku
izolowanych chromoforéw, widmo zwiazku najczesciej sklada si¢ z sumy pasm poszczegdlnych
chromoforéw. Sprzg¢zenie chromoforéw powoduje powstanie innego ukladu orbitali, a tym samym
nowego chromoforu.

Jako rozpuszczalnikow przy pomiarach widm UV/VIS stosuje si¢ zwigzki, ktore nie absorbuja
promieniowania w obszarze bliskiego nadfioletu. Takimi rozpuszczalnikami sg weglowodory nasycone,
woda alkohole lub chlorowco pochodne. Wptyw rozpuszczalnika na widmo UV zalezy od rodzaju
substancji 1 wlasnos$ci rozpuszczalnika (gtownie od jego polarnosci). Najwieksze przesunigcie maksimum
absorpcji obserwuje si¢ w przypadku polarnej substancji rozpuszczonej w polarnym rozpuszczalniku.
Przy wzroscie polarnosci rozpuszczalnika nastgpuje przesunigcie batochromowe (Rys. 7) pasma 7 — 7%
jednocze$nie obserwujemy efekt hiperchromowy. Dla pasm n — =x* obserwujemy przesunigcie
hipsochromowe maksimum absorpcji. W przypadku niepolarnych substancji rozpuszczonych w
rozpuszczalniku niepolarnym, widmo zwigzku w roztworze zblizone jest do jego widma w fazie gazowe;.

Spektroskopia UV/VIS, jak wynika z przedstawionych faktéw, nadaje si¢ glownie do badania
sprzezonych uktadow n-elektronowych a zatem diendéw, poliendéw oraz nienasyconych zwigzkow
karbonylowych. Zgromadzenie znacznego materiatu doswiadczalnego umozliwilo opracowanie
empirycznych regul obliczenia potozen pasm absorpcji wymienionych klas zwigzkéw, zwanych regutami
Woodwarda-Fiesera. Odnosne tablice (Tablica 19 dla dienoéw i Tablica 20 dla nienasyconych ketonow i
aldehydéw) zawierajacymi dane liczbowe mozna znalez¢ w literaturze [2].
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Analizujac warto$ci potozenia maksimum absorpcji Amax mozna okresli¢ strukture wybranych
uktadéw. Korzystajac z regut addytywnosci mozna obliczy¢ polozenie maksimum absorpcji Amax
wybranych ukladow. Najprostsza taka reguta dotyczy pochodnych buta-1,3-dienu. Kazdy podstawnik
alkilowy wywoluje przesunigcie batochromowe o 5nm, w stosunku do pasma absorpcji buta-1,3-dienu
(wartos¢ bazowa 217 nm). Natomiast dodanie do ukladu podstawowego sprzezonego wigzania
podwdjnego przesuwa polozenie maksimum absorpcji o 30-40 nm. Dla buta-1,3-dienu Amax = 217 nm, a
dla heksa-1,3,5-trienu obserwujemy Amax= 259 nm. Energia przejs¢ elektronowych uktadow sprzezonych
zmniejsza si¢, im wickszy zasieg sprzezenia w czasteczce tzn. im wigcej wigzan podwdjnych zawiera
czasteczka.

Dla ufatwienia korzystania z tych tablic podano ponizej rysunkowe ilustracje stosowanych w
tablicach poje¢ a takze przyktady obliczen:

dien tancuchowy: dien heteroanularny: dien homoanularny:

NN

wigzanie podwojne cozocykliczne, czyli przylegajace na zewnatrz pierscienia:

Uwaga: jesli wigzanie podwojne laczy dwa pierScienie nalezy poprawke na wigzanie egzocykliczne
uwzgledni¢ dwukrotnie.

Jakg dlugos$¢ fali mozna wigc przewidzie¢ dla absorbancji UV/VIS nast¢pujacego zwiazku?

OCHg
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Warto$¢ podstawowa dla dienu heteroanularnego: 217 nm
OCH;
Grupy alkilowe lub fragmenty pier$cienia: 5x5nm 25 nm
OCH;
Wigzania egzocykliczne: 3x5nm 15 nm
OCH;
Dodatkowe wigzanie sprzg¢zone: 30 nm
j CHs
Auksochrom —OCHj : 6 nm

Razem: 293 nm
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1.3.Przyklady zastosowania spektroskopii UV/VIS

Spektroskopia UV/VIS jest najstarszg z technik stosowanych w badaniach fizyko-chemicznych.

Nadal jednak pozostaje w uzyciu ze wzgledu na pewne pozytywne cechy:

= Aparaty UV/VIS nalezg do najtanszych w porownaniu z innymi technikami spektroskopowymi

= Spektroskopie UV/VIS stosuje si¢ do badania zarowno typowych zwigzkow organicznych jak i
zwigzkow o duzej masie czasteczkowej w tym biomolekut oraz zwigzkéw nieorganicznych

» Pomiary wymagaja niewielkich ilosci substancji, ktére po pomiarze mozna odzyskac (stosuje si¢
kilka mililitrow roztworu o stezeniach 10 — 10”° mola/litr)

= Automatyczna rejestracja widm jest technika szybka, wigc na rezultaty badan nie trzeba czekac.

Wspomnie¢ jednak trzeba takze o ograniczeniach tej techniki. To, ze dotyczy ona rejestracji widm
elektronowych, narzuca jedynie wybrane obszary zastosowan.

1.3.1. Badania strukturalne

Jak juz wspomniano spektroskopie UV/VIS stosujemy pomocniczo w okreslaniu struktury zwigzkow
organicznych. Technika ta stracila na znaczeniu, w miar¢ rozwoju innych technik (IR, MS, X-ray) a
zwlaszcza burzliwej ekspansji NMR.

W badaniach strukturalnych spektroskopia ta sprawdzita si¢ w przypadku zwigzkow aromatycznych
oraz poliendw 1 nienasyconych zwiazkoéw karbonylowych zwlaszcza cyklicznych, w tym steroidow.
Badania te dotycza nie tylko wzajemnego polozenia w czasteczce wigzan wielokrotnych, lecz takze ich
konfiguracji. Bowiem przy porownaniu izomerow E i Z okazalo si¢, ze przy tej samej dlugosci fali
absorbancja izomeru E jest znacznie wyzsza czyli wykazuje efekt hiperchromowy. Badania
stereochemiczne dotycza takze pochodnych bifenylu, zwlaszcza podstawionych w obu pier§cieniach
benzenowych w pozycjach orto. Jesli dotyczy to duzych podstawnikoéw, np. grup metylowych, wowczas
obydwa pierscienie fenylowe bifenylu, ktory ze wzgledu na delokalizacje elektrondw 7 jest plaski, z
powodu zawady przestrzennej wywotanej podstawnikami ulegaja odchyleniu od ptaszczyzny. Skutkuje to
przerwaniem sprzezenia pomigdzy elektronami 7z obu pierScieni, co wywoluje hipsochromowe
przesunigcie maksimum absorpcji w widmie UV. Efektu tego nie obserwuje sig, jesli podstawniki
zajmuja polozenie para.

1.3.2. Roéwnowagi kwasowo-zasadowe

Spektroskopie UV/VIS mozna zastosowa¢ do badania rownowag kwasowo-zasadowych i
wyznaczania pK, kwasow. Dokladny opis stosowanej metody mozna zalez¢ w literaturze [1]. Widma
UV/VIS substancji wrazliwych na dzialanie kwaséw lub zasad, sg zalezne od pH roztworu, dla ktoérego
dokonuje si¢ pomiaru. Dotyczy to gldéwnie zwigzkdw o charakterze zasadowym a wigc amin oraz
kwasowym czyli kwasdéw organicznych, fenoli, enoli.
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Jesli bowiem np. widmo UV aminy zawiera pasmo przejScia N — 7* zwigzane z obecnoscia
wolnej pary elektrond6w atomu azotu, to w roztworze kwasnym para ta wigze proton z kwasu, co
prowadzi do powstania soli tej aminy i pasmo to zanika.

X ® o
R—NH, + HX® — R—NH; X

Natomiast np. w roztworze zasadowym fenolu jego grupa hydroksylowa traci proton uwalniajac
dodatkowa parg elektronowa, co skutkuje batochromowym przesuni¢ciem pasma n — z*.

0L

+ OH® —» ij + H,0

1.3.3. Rownowagi tautomeryczne

Kolejnym zastosowaniem spektroskopii UV/VIS jest badanie réwnowag tautomerycznych. Na
przyktad badanie rownowagi keto-enolowej w benzoilooctanie etylu, gdzie obie formy tautomeryczne
r6znig si¢ zawarto$cig chromoforéow, co umozliwia ilosciowe oznaczenie stosunku obu struktur obecnych
w roztworach.

§
< S > SO
e = g

1.3.4. Analiza iloSciowa

W analizie ilosciowej stosuje si¢ UV/VIS do wyznaczania sktadu mieszanin. Wybiera si¢ wtedy
pasma charakterystyczne dla kazdego ze sktadnikow mieszaniny w taki sposob, by nie nachodzily one na
siebie a nastgpnie po sporzadzeniu krzywych kalibracji poshigujac sie¢ wartosciami molowego
wspoélczynnika ekstynkcji € dla poszczegdlnych pasm w mieszaninie 1 0znacza si¢ procentowy jej skiad.
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1.3.5 Inne zastosowania

Skoro warunkiem absorpcji w zakresie UV/VIS jest obecno$¢ chromoforéw w czasteczce,
spektroskopia z tego zakresu fal elektromagnetycznych moze stuzyé do wykrywania w czasteczkach
zwigzkow organicznych chromoforéw, zwlaszcza uktadéw sprz¢zonych w tym szczegoélnie fragmentow
aromatycznych. Spektroskopia ta ma wigc znaczenie analityczne i to zarowno jakosciowe jak i ze
wzgledu na czulo$¢ metody, takze ilosciowe. Shuzy wigc do potwierdzana tozsamosci zwigzkéw oraz
stosowana jest do w kontroli jakosci réznych produktéw np. tluszczoOw i innej zywnosci, lekow,
barwnikéw. Mozna jej takze uzy¢ do oznaczania iloSciowego, nawet zawartosci $ladowych np.
weglowodorow czy tez fenoli w wodach, S$ciekach itp. Znalazta zastosowanie takze w analizie
toksykologicznej, w chemii sgdowej oraz w petrochemii oraz w chemii nieorganicznej do badania
komplekséw metali z ligandami organicznymi. Nie bez znaczenia jest takze sledzenie przebiegu reakcji o
ile substrat(y) i1 produkt(y) ro6znig si¢ zawartoscig chromoforéw lub ich wzajemnym polozeniem w
czasteczkach. Na mocy prawa Lamberta-Beera mozna takze wyznacza¢ mase czasteczkowg zwigzkow.
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