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Velikosti objektu v ptirode

¢ Dité ~1m (10 O m)

* Prst ~2Ccm (10 -2 m)

e Vlas ~0.1mm (10 4m) <=m Rozliseni oka
(d~ 0,1 mm)

« Burnka ~20um (10> m)

¢ I\/IitOChondl’ie ~1 um (10 -6 m) Rozliseni optického

i = mikroskopu
« Membrana  ~7 nm (10°mM)  (@=o061uNA)

« C-Cvazba ~0.15nm (10-1m)

Pro sledovani objektu < 250 nm (napt. molekul) ndm jiz zrak nestaci a
musime tedy pouZzit jiné metody.
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Biotfyzikalni metody

Primé Neprimé
Opticka mikroskopie Magneticka rezonance jader
Elektronova mikroskopie (NMR)
RTG strukturni Paramagneticka rezonance
elektronii (EPR)

Absorpcni spektroskopie
~luorescencni spektroskopie
Rozptyl

Infracervena spektroskopie

\

T . Ramanuv rozptyl
Cirkularni dichroismus

/ ... adalsi 1.Uvod




Vlastnosti svétla

Vinovy model
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Korpuskularni model

Polarizace

linearni

Svétlo jako elektromagnetické vinéni, ve kterém
kmitaji vektory elektrického (E) a magnetického
(B) pole ve sméru kolmém na smér Sifeni svétla
(vektory E a B jsou navzajem taktéz kolmé).
Vlna je charakterizovana vlnovou délkou A a
intenzitou elektromagnetického pole.

Svétlo jako proud ¢astic (fotontll), z nichz
kazda nese kvantum energie o velikosti hv.
Svétlo je charakterizovano energii jednoho
fotonu a jejich poctem.

Polarizace svétla je obecné elipticka (vlevo),
tzn., ze intenzita elektrického pole je v
ruznych smérech rizna. V piipade kruhové
polarizovaného svétla (uprostied) je velikost
elektrického pole ve vSech smérech stejna, v
pfipadé¢ linedrné polarizovaného svétla
(vpravo) naopak elektricky vektor kmita
pouze v jednom sméru. Velikost Sipky je ve
vlnovém modelu imérné velikosti vektoru
elektrického pole, v korpuskularnim modelu
pak pravdépodobnosti, Ze mé foton polarizaci
v daném sméru.



Energie svétla

Vinovy model Korpuskularni model
Vlnova délka, vinocet Energie fotonu
Intenzita Pocet fotonti

Polarizace viny Polarizace fotonu
c=f.A
c...rychlost svétla -

Y A =1y E=hf=hc/A=hev]

f...frekvence v...vlnocCet

A...vinova délka
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Veli¢iny a jednotky

Vlnova délka - nm, mp
Vlnocet - cm(= K)
Frekvence - THz

Energie fotonu - eV, J, kcal

Prepocty (pro svétlo ve vakuu)

=107/ xcm? =299792,458 / x THz = 124125/ x eV
=0,0299792 x THz =1,2413.10* x eV
=0,0041356 x eV

X nm
xcm1=107/x nm
X THz =299792,458 / x nm = 33,3564 x cm-1
xeV =124125/xnm = 8056,4 x cm! =241,79894 x THz



UV/VIS/NIR

The Electromagnetic Spectrum
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Interakce svetla a hmoty

Rozptyl, odraz, lom - svétlo pouze zméni svij smér,

ale nedojde ke zménam energie

Absorpce (pohlceni) - hmotny objekt pohlti svétlo a

tim dojde k jeho prechodu do vyssiho energetického stavu

Emise (vyzareni) - hmotny objekt vyzafi svétlo a tim

dojde k jeho prechodu do nizsiho energetickeho stavu /
*




Absorpce Emise Elasticky Neelasticky

rozptyl rozptyl
‘ Interakce svétla
s molekulami

Zm¢ény, kter¢ tato
interakce vyvola
v molekule
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Energeticke prechody molekul

Molekula — soustava jader obklopena elektronovym obalem
Molekula je charakterizovana vzajemnou polohou jader, jeji chemicka
reaktivita pak také stavem elektronoveého obalu.

Energetické prechody

jaderné ~ keV - MeV
elektronové — 2,5eV =4.101° ]
vibraéni — 0,25 eV = 4,100 ]
rota¢ni — 0,0012 eV = 2.10%2 ]
spinové — 0,000001 eV =102° ]

" Ptiklad 1.1: Jakou vinovou délku musi mit foton, aby A

mohl zpusobit elektronovy prechod (tzn. privést molekulu
_do excitovaneho stavu) ? y
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Kvantova mechanika - od teoretického
popisu k méritelnym veliCinam

Systém je popsan Hamiltonovou funkci (hamiltonidnem)

H=T+V

kde T je soucet vSech kinetickych energii ¢astic a V je potencialni
energie

Postulatem kvantové mechaniky je Schrodingerova rovnice, ktera ma ve
stacionarnim tvaru formu

HY = EY

Z matematického hlediska je H matice, W jeji vlastni vektor a E jeji
vlastni €islo.

Fyzikalni vyznam vlnové funkce YV je ten, ze jeji kvadrat W'W* udava
pravdépodobnost vyskytu Castice, E jsou pak vlastni energie systému.



Vazba mezi jadry a elektrony

Nerelativisticka Schrodingerova rovnice

V je potencial zahrnujici interakce elektrony-elektrony, jadra-jadra,
elektrony-jadra a interakci elektront a jader s vnéjSimi poli.

D Na vlnovou funkci molekuly
ma vliv takeé okolni prostredi.
"

Poloha jader ma vliv na

vlastnosti elektronového Interaguyici _ Fyzikalni podminky
obalu a naopak, elektronovy molekuvl}i (napr.  (mapt. el.-mag. pole)
obal ovliviiuje vinovou rozpoustédla)

funkci jader.
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Spektrum

Fy21kalne

Matematicky: molekuly

Soubor vSech vlastnich Cisel hamiltonianu o **

0.06+

V experimentu neméfime vinovou
funkci, ale spektrum. 002
Nékdy je mozne porovnat namérenou o

—
| Ring bound
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Relative Cr* yield

cast spektra se spektrem zjiSténym ab 2342
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¢ili pouze rozdil mezi jejich energiemi, N .,|., I R W
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IRMPD spectrum of the Cr+(aniline) complex, along with calculated IR absorption spectra of the two
isomeric structures.The DFT frequencies are scaled down by a factor of 0.955. Oomens et al., J. Am. Chem.
Soc., 126 (3), 724 -725, 2004 1.Uvod



Cesta od stavu systemu k
energlim je jednosmeérna !

Relative Cr* yield
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Spektroskopie

Zmétenim spektra muzeme zjistit:

- 0 jakou molekulu se jedna

- jeJi mnozstvi (koncentraci)

- jeji stav

- interakce s dalSimi1 molekulami, v€. rozpoustédla
- pomérne zastoupeni jednotlivych frakci

V praxi méfime vzdy pouze Cast spektra.
Sledujeme predevsim tyto charakteristiky
- Intenzitu

- polohu spektralni ¢ary (maximum)

- rozSifeni spektralni ¢ary (polosirka, tvar)
- ¢asovy vyvoj systemu
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SHRNUTI

Objekty, které nemiizeme pozorovat primo zrakem, mizeme zkoumat
nepiimo, nejcastéj1 pomoci interakce s elektromagnetickym polem.
Energie fotonu zavisi na vinové délce

Spektroskopie v UV/VIS/NIR oblasti je vymezena absorpCnimi
vlastnostmi molekul, které se nachdzeji ve vzduchu

Ruzné typy energetickych pifechodu maji rozdilne energie
(elektronove, vibracni, rotacni, spinove)

Distribuce energii — SPEKTRUM

M¢étfime prechody mezi energetickymi hladinami, tj. rozdil energii
Jadra a elektrony v molekule se navzajem ovliviuji.

Na spektrum ma vliv 1 interakce s okolnimi molekulami.

M¢érenim spektra muzeme ziskat jak kvalitativni, tak kvantitativni
informace o systému.

Nejcastéji zkoumané charakteristiky jsou intenzita, poloha a rozsireni
spektralni Cary a Casovy vyvoj spektra.
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