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Spectroscopia reprezinta studiul interactiei dintre lumina (radiatie electromagnetica /
fotoni) si materie.

O molecula absoarbe sau emite energie la trecerea dintr-o stare in alta

Fiecare tip de molecula are un spectru de absorbtie specific

Tn functie de tipul de molecule fotonii de o0 anumita lungime de und3 (si deci de o
anumita energie) pot interactiona cu moleculele. Fotonii vor fi absorbiti, isi vor ceda
energia moleculelor pe care le vor duce din starea fundamentala intr-o stare numita

stare de excitatie.

Dupa incetarea excitatiei moleculele pot trece pe nivele inferioare, emitand un foton
de frecventa v, proces numit emisie radiativa
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Spectroscopie — absorbtie

Va absorbi o parte din
fotonii incidenti
pentru acea lungime
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Spectroscopie - emisie
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Atenuare a cui? A

intensitatii luminii care

strabate proba

Legea Beer-Lambert — lege de atenuare. Descrie modul in care intensitatea luminii
care strabate proba variaza in functie de o serie de parametrii

Intensitatea initiald emisa
de sursa pentru acea
frecventa a fotonilor

Intensitatea masurata de
detector pentru o anumita
frecventa a fotonilor

\ | (v) = |g(v)10‘8(‘/)'c'b

Absorbanta
) (Extinctie):

unde:

€ — absorbitivitate molara (coeficient molar de extinctie
v — frecventa

c — concentratie molara

b — grosimea probei

Transmitanta:

B I (v)
(V)
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Absorbanta — cuantifica cat din lumina incidenta pe proba a fost absorbita de
catre aceasta

Transmitanta — cuantifica cat din lumina incidenta a fost transmisa mai departe
catre detector fara sa fie absorbita

Odata determinate acesti parametri se pot genera spectre de absorbtie sau de
transmisie — spectre care pot fi folosite in analiza de tip calitativ

Analiza calitativa are rolul de a cuantifica calitati (ex. Tipul de substanta) ale probei
in functie de aspectul spectrului (fie de absorbtie fie de transmisie)
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EXEMPLU

Absorption spectra of Chlorophyll aand b
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Spectrul de absorbtie al clorofilei de tipasib

Observam ca spectrul este un grafic in care pe
axa OX avem lungimea de unda iar pe OY
avem valoarea absorbantei

Prin generarea unui astfel de grafic putem
determina natura unei substante
necunoscute. Odata obtinut graficul acesta
poate fi comparat cu o serie de grafice
similare dintr-o baza de date pentru a putea
identifica daca exista suprapunere.

Tn cazul identificarii unui grafic suficient de
similar (identic) atunci putem spune ca am
identificat substanta.
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Tn functie de tipul de spectrometru acesta poate avea o capacitate pentru una sau doua
cuvete. Daca exista doua cuvete, intr-una se va pune proba de analizat iar in cealalta doar
solventul. Tn acest fel putem separa absorbanta generata de citre cuvets si solvent de
absorbanta generata de solvitul din proba (a carui concentratie ne intereseaza)

Daca nu exista posibilitatea de a incarca doua cuvete acestea vor fi incarcate pe rand —
intai cea care contine doar solventul aparatul fiind adus la zero (calibrat sa ignore
absorbanta cuvetei si a solventului). Ulterior se va introduce cuveta cu proba si se va
masrua absorbanta ( care in acest moment va fi data doar de catre solvit)
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Analiza calitativa — masurarea T or A pentru a determina natura substantei investigate

. u . . o . . Cuvete pentru probe — grosime
Analiza cantitativa — masurarea A pentru a determina concentratia identica

Absorbanta: A= Ioglo— =¢g-C-b
1(v)
Tntrucat Tn acest caz grosimea probei
Doua probe Al = ‘1 . Cl . b-l- este identica pentru ambele substante —
A2 52 C2 b2 vom folosi aceeasi cuva si acelasi

spectroscop parametrul b se reduce

De asemenea - intrucat ambele probe

AEI. C contin acelasi tip de substanta numai ca
— 1 in concentratii diferite, parametrul €
A2 C2 este identic pentru ambele probe si se
reduce
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dupa Prasad N Prasad Introduction to Biophotonics
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Figure 4.6. Absorption spectra in two different representations, obtainable on most
| spectrometers,

Observam o relatie de proportionalitate intre transmitanta si
absorbanta — pe masura ce schimbam frecventa fotonilor incidenti pe
proba, la acele lungimi la care transmitanta incepe sa scada
absorbanta incepe sa creasca.

Minimul transmitantei corespunde cu maximul absorbantei.

Ulterior, pe masura ce transmitanta creste ca valori absorbanta va
incepe sa scada.



