Instrukcja wykonania ¢wiczenia

POMIARY SPEKTROFOTOMETRYCZNE

Obowiazujace zagadnienia teoretyczne:

RN R DB

Wiasciwosci promieniowania elektromagnetycznego
Widmo $wiatta widzialnego

Wigzania chemiczne 1 przejscia elektronowe w czasteczkach
Definicja absorpcji 1 transmitancji

Prawa absorpcji

Odchylenia od praw absorpcji

Budowa i zasada dziatania spektrofotometru

Zastosowanie spektrometrii UV-Vis

Zestaw do wykonania ¢wiczenia zawiera :

Spektrofotometr VIS723G

Komputer z oprogramowaniem UV Software do obstugi spektrofotometru
Kuwety szklane z korkiem o dtugosci drogi optycznej Smm lub 10 mm
Kuwety szklane o roznych dtugo$ciach drogi optycznej

Pipeta do napehiania kuwet

Zadanie 1. Wyznaczanie widma absorpcyjnego filtru barwnego.

Wykonanie zadania:

1.

W

Wiaczy¢ spektrofotometr przynajmniej 10 minut przed rozpocze¢ciem pomiarow w celu
odpowiedniego rozgrzania lamp oraz przygotowaé komputer do pracy wiaczajac program
UVSoftware.

Uwaga - Nalezy inicjalizowac spektrofotometr tylko przy uiyciu programu
komputerowego (nie samego spektrofotometru).

Potaczy¢ komputer ze spektrometrem — klikng¢ przycisk CONNECT oraz INICJALIZUJ

Na pulpicie utworzy¢ nowy folder, w nazwie umiesci¢ nazwisko osoby z grupy pomiarowe;.

W menu programu UV Software nalezy wybra¢ tryb Spectrum i ustawi¢ parametry pomiaru:

Wavelength Range: 330 — 1100 nm, Display Range: -0,001 — 1,5, Samling Interval: 2nm i

Reference test: Repeat

Uruchomi¢ pomiar przez nacisnigcie ‘Start’ w programie UVSoftware

Punktem odniesienia do badania filtru barwnego (set REFERENCE) bedzie uchwyt filtru.

m 7. Na zadanie programu (set SAMPLE), jeden z filtrow
barwnych ustawi¢ na drodze $wietlnej wiazki. Potwierdzenie
odpowiedniego ustawienia uruchomi pomiar.

8. Dokona¢ przeksztalcenia widma Transmitancji w widmo
Absorbancji 1 odwrotnie  (zakltadka SPECTRUM
CONVERS, przycisk ABS—T%).

Ktore widmo jest bardziej czute na zmiany?

9. Korzystajac z prawego klawisza myszy dobra¢ optymalny
zakres os1 Y.

10. Powstale widmo zapisa¢ w stworzonym wczesniej folderze
na pulpicie w formacie umozliwiajgcym edycje.

Jakiej barwy byt badany filtr, Swiatto o jakiej dtugosci i
barwie zostato zatrzymane, a jakie przepuszczone?

Rys.1. Komora pomiarowa spektrofotometru VIS723G z widocznymi kuwetami
oraz zaznaczong drogg wigzki Swietlnej. Zrodlo Swiatla znajduje si¢ po lewej stronie



Zadanie 2. Wyznaczanie widma absorpcyjnego i transmitancji szkta kuwet oraz
wody destylowane;j.

Wykonaj pomiary jak w Zadaniu 1 dobierajagc odpowiednio probki referencyjne: dla szkia -
powietrze, dla wody - pusta kuweta.
Czy szkto lub woda absorbujg intensywnie promieniowanie EM w badanym zakresie ?

Uwaga - kuwety nalezy trzymac¢ zawsze za matowe Scianki!
Nie dotykac¢ powierzchni czynnych kuwety (powierzchni gltadkich).

Zadanie 3. Wyznaczanie widma absorpcyjnego roztworu blekitu metylenowego.

Blekit metylenowy posiada wiele zastosowan w biologii i medycynie oraz wyrazne pasmo
absorpcji w zakresie widzialnym. Jest uzywany w diagnostyce, jako barwnik do wybarwiania
biologicznych preparatow mikroskopowych, jako S$rodek przeciwbakteryjny, a takze przy
zatruciach cyjankami i tlenkiem wegla

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Wiaczy¢ spektrofotometr przynajmniej 10 minut przed rozpoczgciem pomiardw w celu
odpowiedniego rozgrzania lamp oraz przygotowa¢ komputer do pracy wiaczajac program
UVSoftware

2. W menu programu UV Software nalezy wybra¢ tryb Spectrum i ustawi¢ parametry pomiaru:
Wavelength Range: 330 — 1100 nm, Display Range: -0,001 — 1,5, Samling Interval: 2 i
Reference test:1

3. Do pustej kuwety o grubosci 0,5 cm nala¢ wody destylowanej, bedzie ona stanowita probke
odniesienia

4. Do komory pomiarowej wstawi¢ kuwete z roztworem odniesienia (woda destylowana) oraz
kuwete z korkiem oznaczong numerem 3, 4, lub 5 wypeiniong roztworem biekitu .

5. Na drodze wigzki $wiatla ustawi¢ probke referencyjng i1 przyciskiem start uruchomic¢
badanie.

6. Na zadanie programu na drodze wigzki $wiatla ustawi¢ kuwete z badanym roztworem
btekitu (uzywajac mechanizmu zmiany kuwet - $cianka czolowa przyrzadu).

7. W razie potrzeby dostosowaé parametry tak aby widoczne byto cale widmo absorpcyjne.

Utworzy¢ widmo transmitancji.

Powstate widmo zapisa¢ w utworzonym folderze na pulpicie

9. W oparciu o dokonane pomiary wyznaczy¢ przedzial o szerokosci 100nm zawierajacy
maksimum absorpcji, w ktérym pomiary widma nalezy wykona¢ ponownie z
rozdzielczoscig 0,5 nm

10. Wyznaczy¢ dhugosci fali odpowiadajace maksymalnym warto§ciom absorbancji (Amax).

>

Zadanie 4. Oznaczanie steZen roztworu metodg krzywej wzorcowej

Wrykonanie ¢wiczenia:

1. W Menu programu UV Software przej$¢ do trybu Quantitative w ktorym beda wykonywane
pomiary ilosciowe.

2. Ustawi¢ parametry: pod M WL wpisa¢ wyznaczong dtugos¢ fali (Anax), ustawi¢ pojedynczy
test probki odniesienia, a w zaktadce Calculate jako wybrang formule ustawi¢ abs=f(c)

3. Do komory pomiarowej wtozy¢ probke odniesienia z wodg destylowang oraz trzy pierwsze
kuwety z roztworami o znanych stgzeniach.

4. Przed pomiarem kazdego wzorcowego roztworu w tabeli zatytutowanej Standard nalezy
wpisac jego stezenie.

5. Przeprowadzi¢ pomiary dla kazdej z kuwet o numerach od 1-7



6.

7.

8.

9.

Po nacis$nigciu przycisku Curve program automatycznie utworzy krzywa wzorcowa
referencyjng wyznaczajaca zaleznos$¢ absorbancji od stezenia. Re¢cznie nalezy tak dobrad
zakres osi, aby wykres byl odpowiednio duzy.

Z wykorzystaniem pipety pustg kuwete napelni¢ do 2/3 roztworem bigkitu o nieznanym
stezeniu - moze to by¢ gotowy roztwor z kolby.

Po przejsciu do tabeli Unknown, kuwete o nieznanym st¢zeniu mierzy¢ w taki sam sposob
jak poprzednie roztwory.

Program automatycznie obliczy stezenie na podstawie pomiaru absorbancji.

10. Wyniki zapisa¢ w utworzonym wczesniej katalogu na pulpicie.

Stezenia znanych roztworow:

kuweta |stezenie [mg/l]

N[O |h|WIN|=

Poniewaz program UVSoftware nie podaje niepewno$ci wyznaczenia stezenia, wiec nie zamykajac
go nalezy uruchomi¢ arkusz kalkulacyjny Excel 1 przepisa¢ do tabeli dane (st¢Zenia i absorbancje)
dla probek o znanych stezeniach. Zaznaczy¢ pustg tablice 2 x 3 (2 kolumny, 3 wiersze) i skorzystac
ze zdefiniowanej funkcji reglinp (przyjmujac Y - stezenie; X - absorbancja). Warto$¢ w komorce 2
kolumny 1 3 wiersza oznacza standardowa niepewno$¢ oceny stezenia.

Zadanie 5. Wyznaczanie wspolczynnika absorpcji z zaleinosci absorbancji od

grubosci warstwy absorbujqcej

Wykonanie ¢wiczenia:

1.

W

Przygotowany w poprzednim zadaniu roztwor o wyznaczanym stezeniu nala¢ do kuwet o
grubo$ci warstwy 0,5cm, lem, 2cm, 3cm (kuwety trzymamy zawsze za matowe Scianki!),
oraz do kuwet o odpowiadajagcych rozmiarach nala¢ wodg¢ destylowang. (kuwety
otrzymujemy od prowadzacego zajecia).

Ustawi¢ parametry pomiaru: Decimals:1, Reference Test: Repeat, wpisaé wyznaczong
dhugos¢ fali (Amax) dla ktorych chcemy przeprowadzi¢ pomiar.

. Badang probke o grubosci 0,5¢cm wstawi¢ do komory pomiarowej wraz z probka odniesienia

o tej samej grubosci z wodg destylowang 1 wyznaczy¢ maksimum absorbancji.
Przeprowadzi¢ pomiary dla kazdego zestawu kuwet (0,5cm, lem, 2cm, 3 cm)

. Na podstawie otrzymanych wartosci utworzy¢ w arkuszu kalkulacyjnym wykres zaleznosci

absorbancji od grubosci warstwy absorbujacej, wykresli¢ prosta regresji i odczytac jej
wspotezynnik kierunkowy W oraz wspotczynnik korelacji R
Wykorzystujac Il prawo absorpcji:
A=alc=WI
gdzie: a — wspotczynnik absorpcji
1 — grubos$¢ warstwy absorbujacej
¢ — stezenie badanego roztworu

Obliczy¢ wspdiczynnik absorpcji: a = W/c oraz jego wymiar.

Zadanie 6.

1) Sprawdzi¢ wptyw niedomknigtego spektrofotometru na otrzymywane widma. Uzyska¢ widma
absorpcyjne dla tej samej probki biekitu metylenowego z zamknigta i uchylong komora
pomiarowa, nastepnie wyeksportowac je do Excela i porownac je na jednym wykresie






