SPEKTROFOTOMETRIA ABSORPCYJNA UV-VIS

Spektroskopia optyczna to dziedzina nauki obejmujaca badanie materii przy uzyciu
promieniowania elektromagnetycznego, ktoére w danym uktadzie moze by¢ wytwarzane lub moze z
uktadem oddziatywaé. Jedna grupa metod spektroskopowych wykorzystuje fakt, ze pochtonigta
przez materiat energia moze by¢ oddana przez skladniki uktadu w postaci promieniowania
elektromagnetycznego, ktore nastgpnie jest poddawane analizie (metody emisyjne). Inne typy
spektroskopii bazuja na badaniu zjawisk jakie zachodza podczas oddziatywania analizowanej
probki z promieniowaniem elektromagnetycznym pochodzacym z zewnetrznego zrodla. Te grupe
metod nazywamy absorpcyjnymi. Nalezy do nich spektrofotometria absorpcyjna w nadfiolecie
(UV) 1 zakresie widzialnym (VIS), ktéra opiera si¢ na analizie absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego przez substancje w stanie stalym, gazowym lub ciektym. Wynikiem badan
spektrofotometrycznych jest widmo absorpcyjne, ktére jest indywidualne dla kazdego zwiazku, a
absorpcja promieniowania elektromagnetycznego jest uzalezniona od czynnikoéw takich jak stezenie
badanej substancji i grubo$¢ warstwy absorbujace;j [3].

Spektrofotometria UV-Vis posiada szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, z tego
powodu jednym z podstawowych urzadzen wyposazajacych pracownie badawcze jest
spektrofotometr. Z badan widm absorpcyjnych najwigcej korzysci czerpie chemia analityczna w
ktorej spektrofotometri¢ wykorzystuje si¢ m.in. do jakosciowej i iloSciowej analizy zwigzkow
chemicznych, badan rownowag chemicznych, potwierdzania tozsamosci substancji czy kontroli
czystosci produktow [3]. Spektrofotometria UV-Vis jest rowniez wykorzystywana w innych
dziedzinach nauki takich jak biologia, farmacja, medycyna, badania zywnos$ci, rolnictwo oraz
badania materiatow.

Charakterystyka promieniowania elektromagnetycznego

Spektrofotometria jest to metoda badan wykorzystujaca zjawisko absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego przez materi¢. Promieniowanie elektromagnetyczne ma dwoista natur¢ —
falowa 1 korpuskularng. Charakter falowy mozemy scharakteryzowa¢ jako rozchodzace si¢ w
przestrzeni i czasie zaburzenie pola elektromagnetycznego. Wielkosci jakimi opisane sg fale to jej
dhugos¢ - A 1 czgstos¢ drgan — v. W prozni sa one ze sobg powigzane zalezno$cia:

C
=3 (1.1)
gdzie: A- dlugos¢ fali [m]
v- czestos$¢ drgan [Hz]
c- predkosé $wiatta w prézni, wynoszaca 3-10°m/s
Wraz ze wzrostem czgstosci promieniowania elektromagnetycznego coraz bardziej ujawnia
si¢ jego korpuskularny charakter. Oznacza to, ze nalezy traktowaé je jako zbidr oddzielnych
fotonéw rozchodzacych si¢ w kierunku promieniowania. Fotony nie posiadajg masy, ale majg ped 1
niosa ze sobg energig, ktora jest opisana przez rownanie Plancka:

E=h-v=E

(1.2)
gdzie: E- energia promieniowania

h- stata Plancka
Zalezno$¢ podana powyzej taczy korpuskularny 1 falowy charakter promieniowania
elektromagnetycznego to znaczy opisuje foton za pomocg czgstosci 1 dlugosci fali.

W tabeli 1.1. przedstawiono podziat widma elektromagnetycznego 1 jego wlasciwosci.
Promieniowanie a charakteryzuje si¢ najwyzszg energig i najmniejsza dlugoscig fali, jego kwanty sg
emitowane przez jadra niektorych pierwiastkoéw promieniotworczych, technikg analityczng do badania jest
np. analiza aktywacyjna. Promieniowanie o nizszej energii to otrzymywane w lampach rentgenowskich
promieniowanie X. Tym odzialywaniem zajmuje si¢ rentgenowska spektroskopia emisyjna czy
rentgenowska spektroskopia absorpcyjna. Promieniowanie o energii rzedu dziesieciu elektronowoltow i
dtugosci fali od 10 nm 770 nm to promieniowanie z zakresu ultrafioletu i $wiatla widzialnego, stosowane jest
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w spektrofotometrii UV-Vis czy spektroskopii widm elektronowych. Wigkszg dlugos¢ fali posiada
promieniowanie podczerwone uzywane w spektrofotometrii IR i spektroskopii Ramana. Promieniowaniem o
nizszej energii i dluzszej dlugosci fali sg mikrofale, ktore uzywa si¢ w spektroskopii elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR). Fale radiowe to ostatni rodzaj promieniowania, charakteryzujg si¢ one
dlugoscig fali dluzsza niz 1 m i najmniejszg energig, stosowane sg w spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego [1].

Tabela 1.1. Charakterystyka roznych rodzajow promieniowania elektromagnetycznego [5]

Rodzaj promieniowania A[m] Energia [eV]*
v 10"°-10" ~10’
Rentgenowskie 10"°-10" ~10°
UV, Vis 10°-10° ~10
IR (podczerwien) 10°-10" ~10"
Mikrofale 10°-10" ~10”

Fale radiowe >1 <10°

*1eV=1,6-10"7J
Wiazania chemiczne i przejscia elektronowe w czasteczkach

Absorpcja promieniowania w zakresie UV-VIS jest zwigzana z przej$ciami elektronéw w
czasteczce na wyzsze poziomy energetyczne. Zmiana stanéw energetycznych to proces bardzo
zlozony, poniewaz na catkowita energi¢ czasteczki sktadajg si¢ energie zwigzane z rdé6znymi
formami ruchu. W czasteczce wieloatomowej mozna wyrdzni¢ [9]:

a) Energie¢ translacji — bedaca wynikiem swobodnego ruchu czgsteczki w przestrzeni

b) Energie rotacji — zwigzang z obrotem czasteczki wokot osi przechodzacej przez jej srodek masy

c) Energi¢ oscylacji — zwigzang z drganiami atomow wokot potozenia rownowagi, analogicznie do
oscylacji sprezyscie potaczonych kulek,

d) Energi¢ elektronowg — obejmuje energi¢ kinetyczng elektronow w czasteczce i energie
potencjalng zwigzang z przyciaganiem elektronéw przez jadro i odpychaniem przez sasiednie
elektrony.

Energia translacji zmienia si¢ w sposob ciagly, z kolei energia rotacji, oscylacji i elektronowa sa
skwantowane, za ich pomoca mozemy wyrazi¢ catkowitg energi¢ czasteczki:

EzEel +Eosc+Erot ( 1. 3)

Zaleznos¢ miedzy energiami poziomOw rotacyjnych, oscylacyjnych i elektronowych jest

nastepujaca: Eq>>Eq>>E; . Kazda czasteczka posiada kilka dozwolonych stanéw oscylacyjnych, z

kolei kazdemu stanowi oscylacyjnemu odpowiada kilka dozwolonych stanéw rotacyjnych. Schemat

przejs¢ elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych jest przedstawiony na rysunku 1.1. Jesli
czasteczka zaabsorbuje ilo$¢ energii odpowiadajacg roznicy dwoch poziomdéw to moze przejs¢ do
stanu wyzszej energii (AE=hi=E;-E). Przejécie miedzy stanami rotacyjnymi spowoduje

promieniowanie z zakresu mikrofal 1 dalekiej

podczerwieni (10°m do 10°m). Przejscia pomiedzy 1 s
poziomami oscylacyjnymi wywotaja fale v
odpowiadajace bliskiej podczerwieni (10°m do 10°m). E, L
Z kolei fale elektromagnetyczne z zakresu S$wiatla ¥
widzialnego i ultrafioletowego (2- 10'm - 8:107'm) .
spowoduja przejscia w zakresie stanow elektronowych AE i A :
[6]. Efektem tego jest elektronowe widmo absorpcyjne :
ktore jest przedmiotem badan spektrofotometrii UV- %
Vis.
Rys. 1.1. Schemat przejs¢ elektronowych, oscylacyjnych i i
rotacyjnych w czasteczce dwuatomowej; E - poziomy
elektronowe, v- poziomy oscylacyjne, 1 -poziomy rotacyjne, g
a - przejscia elektronowe, b - przejscia oscylacyjne, = i ¥
¢ - przejscia rotacyjne [10] [N = "
a b ¢




Wigzania chemiczne w czqsteczkach

Elektrony w atomach r6znig si¢ od siebie wieloma czynnikami. Z tego wzgledu zostaly
opisane przez cztery liczby kwantowe. Glowna liczba kwantowa n okre$la energi¢ elektronu,
powtoke na ktorej on si¢ znajduje oraz jej rozmiar przestrzenny. Liczba kwantowa n moze wynosic¢
1,2,3...7, a liczba elektronow jaka pomiesci dana powtoka wynosi 2n°. Poboczna liczba kwantowa |
przyjmuje wartos$ci od 0 do n-1, decyduje ona o ksztatcie powtoki 1 liczbie orbitali oraz okresla
moment pedu elektronu w atomie. Magnetyczna liczba kwantowa przyjmuje warto$ci od —/ do / i
opisuje ona kierunek orbitali w przestrzeni. Spinowa liczba kwantowa okresla spin elektronu a jej
warto$¢ wynosi - 1/2 lub +1/2. W atomie nigdy nie bedzie dwoch elektrondéw ktére beda miaty takie
same wszystkie liczby kwantowe o czym moéwi zasada Pauliego.

Elektron w mechanice kwantowe] jest opisany nie jako punkt, ale jako obszar
prawdopodobienstwa wystgpienia fadunku elektrycznego w przestrzeni okotojadrowe;j. Stad orbital
to obszar przestrzeni za ktérego konturem prawdopodobienstwo znalezienia si¢ elektronu jest
praktycznie rowne zeru. Orbitale wystepujace w atomach, réznig si¢ od siebie ksztaltem oraz
wielko$cig. Na ich objeto§¢ ma wplyw gléwna liczba kwantowa n oraz tadunek dziatajacy na
elektron (im wigkszy tadunek ma jadro atomu, tym silniej jest przyciggany elektron, a orbital
mniejszy - stabiej zwigzane elektrony mogg si¢ bardziej oddala¢). Ksztatt orbitalu s jest zblizony do
kuli, a orbitalu p mozna poréwnac do figury powstatej przez obrot liczby 8 wokot dtuzszej osi (rys.
3.2.). Orbitale p sa utozone wzdhuz osi uktadu wspoétrzednych, réznig si¢ one kierunkiem, lecz maja
jednakowg energie .

Grbital 25

Ortital pr orital py Orbital pr

Rys. 1.2 Ksztalty orbitali a) typu s; b) typu p [11]

Jesli dwa atomy reaguja ze sobg, tworza si¢ miedzy nimi wigzania kowalencyjne. Powstaje
nowy, wspdlny orbital, przez potaczenie elektronéw pochodzacych z dwoch atoméw. Sytuacja taka
wystepuje np. w przypadku polaczenia dwoch atomdéw wodoru, w rezultacie tworzac czasteczke H,
(rysunek 1.3.) czy reakcja orbitali s i p co ma miejsce w czasie reakcji wodoru z tlenem :
H+CI—HCI (rysunek 1.4.).
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Rys. 1.3. Tworzenie orbitalu czasteczkowego z dwoch orbitali typu s [12]
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Rys. 1.4. Tworzenie orbitalu czasteczkowego z orbitali typu s i p [12]



W wyniku dodawania lub odejmowania orbitali atomowych tworza si¢ tzw. orbitale
czasteczkowe, oznaczone symbolami o, m ,0 ..., odpowiadajgce stanom elektronéw
w czasteczce. Orbitale czasteczkowe posiadajg zréznicowane roziozenie tadunku. W przypadku
duzej koncentracji fadunku ujemnego miedzy jadrami nastepuje ostabienie odpychania jadro-jadro,
a ukfad jest trwaly. Taki orbital nazywamy wigzagcym 1 ma on niZsza energi¢ niz energia
ktoregokolwiek orbitalu atomowego. Mniejsza gesto$¢ tadunku ujemnego nie niweluje w takim
stopniu odpychania dodatnio natadowanych jader co skutkuje nietrwatoscig uktadu. Ten typ orbitalu
nazywany jest antywigzacym, oznacza si¢ go np. o*.

Przejscia elektronowe w czgsteczkach

Absorpcja promieniowania w zakresie UV-Vis zwigzana jest z réznymi typami przej$¢
elektronow walencyjnych. Elektrony te tworza wigzania pojedyncze — o, wielokrotne — m, oraz nie
zlokalizowane w zadnych z wigzan tzw. elektrony wolnych par elektronowych n. Kolejnosé
poziomow energetycznych orbitali 1 mozliwos$ci przej$¢ elektronowych przedstawiono na rysunku
L.5.
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Rys. 1.5. Kolejnos¢ pozioméw energetycznych poszczegdlnych orbitali i mozliwosci przejsc¢ elektronowych [7]

Dtugosci fali przy ktorych zachodzg nastepujace przejscial1]:
o—oc* A <200nm;

n—c* A ~170-210 nm;

n—on* A ~250-600 nm;

n—n* A ~250-300 nm;

Przejsciami N—V nazywamy przejscia orbitali o, m wigzacych na te same orbitale
antywigzace. PrzejScie c—c* wymaga najwickszej energii, a pasma mu odpowiadajace lezg w
zakresie nadfioletu (A<200nm). Przejscie migdzy orbitalem wigzacym m, a tym samym
antywigzacym, odpowiada absorpcji na pograniczu obszarow UV 1 widzialnego. Przejscia
elektronow niewigzacych do poziomu antywigzacego c* 1 n* nazywaja si¢ N—Q. Zblizong energi¢
do przejs¢ N—V posiada n—c* (A~170-210nm). Najnizsza energia potrzebna jest do przejscia
n—n*, zalezy szczeg6lnie od rodzaju zwigzku. Absorpcja nastepuje w bliskim ultrafiolecie lub
zakresie widzialnym.

Absorpcja promieniowania powoduje przejscie jednego z wigzacych elektronéw na orbital
antywigzacy. W zalezno$ci od zakresu energii kwantu elektron zmienia miejsce na o* lub w*. Na
rysunku 1.6. przedstawiono energi¢ orbitali atomowych s, wigzacych o 1 antywigzacych o*. Zmiana
poziomu energetycznego na wyzszy moze wigzaé si¢ ze zmiang orientacji spinu. Jesli tak si¢ stanie
mowimy o trypletowym stanie czasteczek, jesli nie, nazywa si¢ to stanem singletowym. Czg$ciej
spotykany ws$rod czasteczek jest stan singletowy. Stan singletowy 1 trypeltowy czasteczki
przedstawiono na rysunku 1.7.
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Rys. 1.6 Energia orbitali atomowych s, wigzgcych o i antywigzacych o*[1]
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Rys. 1.7. Stan singletowy i trypletowy czasteczki; strzatki oznaczajg zorientowanie spindw w przestrzeni [1]

Pochtanianie promieniowania elektromagnetycznego w zakresie §wiatlta widzialnego oraz
ultrafioletu jest mozliwe ze wzgledu na obecnos¢ w czasteczkach ugrupowan nienasyconych. Sg to
uktady posiadajace wigzania podwojne, potrojne, sprzezone uktady takich wigzan jak i wigzania
zawierajace niewigzace si¢ pary elektronowe, nazwane chromoforami. W tabeli 1.2. przedstawiono
typowe chromofory i odpowiadajace im przejscia elektronowe.

Tab. 1.2. Przyktadowe chromofory i odpowiadajace im przejscia elektronowe [13]

chromofor zwigzek rodzaj przejicia Amay [nm] £ gy [Umaol x em]
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Prawa absorpcji promieniowania elektromagnetycznego

Podczas padania wigzki promieniowania na substancje¢ to tylko jego cz¢s$¢ przechodzi przez
substancje, a pozostata cz¢$¢ ulega odbiciu, rozproszeniu i absorpcji, co opisuje ponizszy wzor:
Io=Loa 141+ (1.4)
gdzie: Ip. natgzenie $wiatla padajacego,
I,q — natezenie §wiatta odbitego
I; — natezenie $wiatla rozproszonego
I,- natezenie Swiatla pochtonietego
I — natezenie §wiatta przechodzacego
Nat¢zenie promieniowania odbitego jest zazwyczaj niewielkie ze wzgledu na to, ze wigzka
pada na probke prostopadle, podobnie w przypadku klarownych roztwordéw rozproszenie nie jest
duze. Gtéwng przyczynag oslabienia promieniowania jest jego absorpcja. Zostata ona opisana
niezaleznie przez Bouguera (1728 r.) i Lamberta (1760 r.). Pierwsze prawo absorpcji méwi o
zaleznos$ci ostabienia promieniowania od grubos$ci warstwy absorbujacych czasteczek osrodka
przez ktore przechodzi jego wigzka [1]

I prawo absorpcji
I prawo absorpcji mowi, ze wigzka promieniowania monochromatycznego po przejsciu
przez jednorodny osrodek absorbujacy o grubosci / ulega ostabieniu zgodnie z rownaniem [7]:
I=1le™, (1.5)
gdzie: Iy —nat¢zenie wigzki promieniowania monochromatycznego padajacego na jednorodny
osrodek absorbujacy
I — natezenie promieniowania po przejsciu przez osrodek absorbujacy
k — wspotczynnik absorpcji
e - podstawa logarytmu naturalnego
Wykresem tej zaleznosci jest funkcja wyktadnicza:

I

I

Rys. 1.8. Wykres nat¢zenia promieniowania w zaleznos$ci od grubosci osrodka absorbujacego
Po przeksztatceniu i zlogarytmowaniu wzoru (1.5.), otrzymujemy:
1
In<%=Fk-I=¢ (1.6)
1
gdzie: ¢ - ekstynkcja promieniowania elektromagnetycznego
Po przeksztatceniu oraz zastgpieniu stalej k nowa statg - a, zawierajagcg wspodtczynnik wynikajacy ze
zmiany logarytmu naturalnego na dziesi¢tny (a=0,4343-k), otrzymamy:
1
A=10g70=a'l (1.7)

gdzie A to zdolno$¢ pochtaniania promieniowania zwana absorbancja.

Zatem I prawo ostabienia promieniowania méwi, ze absorbancja jest proporcjonalna do
grubos$ci warstwy absorbujacej, jesli wigzka promieniowania monochromatycznego przechodzi
przez jednorodny osrodek absorbujacy.



Wielko$cig zwigzang rowniez z absorpcja promieniowania jest transmitancja T, inaczej
okreslana jako przepuszczalno$¢. Mozna ja okresli¢ jako stosunek natgzenia wigzki promieniowania
po przejsciu przez osrodek absorbujacy do nat¢zenia promieniowania padajacego na ten osrodek

oL
In (1.8)
Zwiazek transmitancji z absorbancjg przedstawiono ponizej:
A =-logT (1.9)
Transmitancja zazwyczaj jest podawana w procentach, stad:
T[%]zILIOO% (1.10)

o

1I prawo absorpcji

Prawo Bouguera-Lamberta zostalo rozszerzone dla roztwordéw. II prawo absorpcji méwi o
zalezno$ci nat¢zenia promieniowania od st¢zenia substancji absorbujacej. Jesli przez ¢ oznaczymy
stezenie roztworu to wigzka promieniowania po przejSciu przez roztwoér o grubosci 1 ulega
ostabieniu zgodnie z réwnaniem

I = Ipekte (1.11)
Po przeksztatceniu:

I — a~kic

—=e

Io (1.12)

Zastapienie statej k stalg a, (a=0,4343-k) pozwoli na zapisanie prawa w ponizszej postaci :
IO
log7=a-l-c (1.13)

Z kolei zastgpienie logarytmu (Iy/I) absorbancjag pozwoli nam na zapisanie prawa Bougera-
Lamberta-Beera w tej formie:

A=a-l-c (1.14)
Stad II prawo absorpcji mozna sformutowac:
Jezeli wspotczynnik absorpcji rozpuszczalnika jest réwny zeru, to absorbancja wigzki
promieniowania monochromatycznego przechodzacej przez jednorodny roztwor jest wprost
proporcjonalna do stezenia roztworu ¢ i do grubo$ci warstwy absorbujace;j

A 3
A=f(e)

Rys. 1.9. Zaleznos¢ absorbancji od stezenia substancji
absorbujace;j

c

III prawo absorpcji (prawo addytywnosci absorpcji)
Absorbancja roztworu wieloskladnikowego réwna si¢ sumie absorbancji poszczegdlnych
sktadnikow:
A=A+ A4, ++A4., (1.15)
gdzie: Aj,A,,...A, — absorbancje poszczegolnych sktadnikow.
Jezeli wykorzystujemy wzor w postaci:

A =alc (1.16)
to wielko§¢ a oznacza whasciwy wspotczynnik absorpcji wyrazony w dm*kg”' lub ecm®g’, a
stezenie wyrazamy w kg-dm™ lub g-em™. Z kolei jesli rownanie to przyjmuje postaé:

A=ecl (1.17)
to & jest molowym wspotczynnikiem absorpcji, wyrazonym w dm’mol'cm™ lub m’mol”, za$
stezenie w [mol-dm™] lub [mol-m™].
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Ograniczenia w stosowaniu prawa Lamberta-Beera

Wedtug 11 prawa absorpcji absorbancja zalezy od stezenia w sposdb wprost proporcjonalny,
jednak w rzeczywisto$ci spotykamy si¢ z odstepstwami od tej zalezno$ci. W praktyce zdarzaja sie
zaroOwno odchylenia ujemne jak i dodatnie od charakteru liniowego tego prawa. Przyczyny mozna
podzieli¢ nastepujaco:
1) Podstawowe ograniczenia praw

Prawo Lamberta-Beera jest spetnione tylko dla roztworéw o ¢ < 102 mol- dm™. W ich
przypadku wspotczynnik & nie jest zalezny od wspotczynnika zatlamania $wiatla n
1 rzeczywistego molowego wspotczynnika absorpcji jak ma to miejsce w wypadku roztwordéw
bardziej stezonych [7].

Przyczyna odchylenia od przebiegu liniowego moze by¢ tez wystgpowanie innych zjawisk
zwigzanych z oddziatywaniem promieniowania elektromagnetycznego z materig. Zakladamy, ze
jedynym jego oddziatywaniem jest absorpcja, jednak przejscie wzbudzonej czasteczki X* do stanu
podstawowego X jest mozliwe rowniez poprzez emisje kwantu fluorescencji. Jesli takie kwanty
dotra do detektora, transmitancja bedzie podwyzszona, a zatem absorbancja bedzie nizsza od
rzeczywistej [7, 14].

2) Czynniki chemiczne

Czynnikami chemicznymi mogacymi powodowaé¢ odchylenia od prawa Lamberta-Beera sa
reakcje chemiczne zachodzace w analizowanym roztworze takie jak zmiana pH, odziatywanie
czasteczek migdzy sobg — dysocjacja, asocjacja, czy inne procesy jak solwatacja. Na odchylenia
wplyw moze mie¢ oddzialywanie czgsteczek substancji rozpuszczonej z rozpuszczalnikiem lub
sobg np. kondensacja, polimeryzacja, kompleksowanie [1, 7, 15].

3) Czynniki aparaturowe

Niedostateczna monochromatyzacja promieniowania jest zasadniczym czynnikiem
odstepstwa od prostoliniowosci Il prawa absorpcji. W jej przypadku odchylenia wystepuja zardwno
ujemne jak i dodatnie. Niekorzystny wplyw na charakterystyk¢ ma roéwniez promieniowanie
rozproszone czyli takie ktore dociera do detektora z pomini¢ciem przedmiotu badanego. Ilos¢
rozproszonego promieniowania mniej lub bardziej wptywa na ujemne odchylenia od prawa
Lamberta-Beera [7]. Obecnie jednak czynniki aparaturowe praktycznie nie wystepuja ze wzgledu
na coraz lepsze parametry spektrofotometrow.

Zastosowanie spektrofotometrii UV-Vis

Graficznym zapisem zaleznos$ci absorbancji od dtugosci fali przechodzacej przez roztwor
jest widmo absorpcyjne. Przyktadowe widma absorpcji zostaty przedstawione na rysunku 1.10. oraz
1.11.
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Rys.1.10. Widmo absorpcyjne chlorofilu w zakresie widzialnym [20]
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Rys.1.11. Widmo absorpcyjne roztworu bromu w wodzie. Pik absorpcji wystepuje w ultrafiolecie [21]

Badanie widm absorpcji poszczegdlnych substancji przynosi wiele cennych informacji. Z
potozenia maksimow absorpcji danego zwigzku chemicznego mozna wnioskowa¢ o uktadzie
poziomow energetycznych w czasteczce [16]. Tak wigc spektrofotometria UV-Vis moze byc¢
wykorzystana do identyfikacji zwigzkéw absorbujacych promieniowanie z zakresu 200 — 800 nm.
Widmo pozwala okresla¢ zwigzek jednorodny i jest cechag charakterystyczng dla danego zwigzku.
Nalezy przy tym uwzgledni¢ fakt, Ze czynniki takie jak: rozpuszczalnik, pH roztworu, warunki
pomiarowe, zdolno$¢ rozdzielcza przyrzadu czy temperatura pomiaru majg réwniez wptyw na
wyglad krzywej absorpcji.

Spektrofotometria UV-Vis nie zawsze umozliwia zidentyfikowanie zwigzku w sposob
jednoznaczny, ze wzgledu na podobny wyglad widm zwigzkow nalezacych do tej samej grupy.
Czesto jest ona wykorzystywana jako metoda wstepna lub uzupehniajaca, a stosowana razem z
innymi technikami takimi jak spektroskopia NMR (magnetyczny rezonans jadrowy) czy IR
przynosi najwigksze korzysci. Obecnie duze znaczenie ma system komputerowej identyfikacji
zwigzkow, dzigki ktoremu z wykorzystaniem bibliotek réznych spektroskopii (UV-Vis, NMR)
mozna szybko rozpozna¢ strukture zwigzku porownujac ja do widm znalezionych w bibliotece.

Dzigki badaniu widm spektrofotometrem w zakresie UV-Vis mozemy poréwna¢ widmo
probki z widmem wzorca co umozliwi potwierdzenie tozsamosci danej substancji.
Spektrofotometria jest rowniez sposobem na sprawdzenie czystosci zwigzku — mozna na przyktad
sprawdzi¢ czy alkohole zanieczyszczone sg zwigzkami aromatycznymi. Zatem badanie widm w
zakresie 180- 800 nm moga dostarczy¢ odpowiedzi na pytania czy w danym zwigzku wystepuja
wigzania podwdjne lub wolne pary elektronowe [3,7].

Zwiazki organiczne podzielono na kilka grup ze wzgledu na charakterystyczng absorpcje
promieniowania w zakresie UV-Vis[7]:

o Zwiazki zawierajace jedynie elektrony o, np. weglowodory nasycone — nie absorbuja one
promieniowania w tym obszarze i moge by¢ stosowane jako rozpuszczalniki przy badaniach
spektrofotometrycznych.

e Zwiazki nienasycone zawierajgce elektrony m (chromofory) — absorbuja promieniowanie w
zakresie 180-800 nm. Dla weglowodorow nienasyconych z izolowanymi wigzaniami
podwdjnymi obserwuje si¢ intensywne pasmo absorpcyjne przejscia n—n* w przedziale 165-
200 M 0 &gy W zakresie 6000-12000 dm*mol™-cm™. Sprzezenie wigzan podwojnych prowadzi
do przesunigcia maksimow absorpcji w kierunku fal dtuzszych z réwnoczesnym wzrostem ich
intensywnosci.



e Zwiazki zawierajace chromofor karbonylowy (aldehydy, ketony, kwasy karboksylowe i ich
estry) wykazujg silng absorpcje w w wyniku przej$¢ elektronowych trzech typéw n—n*, n—c*,
n—m*.

e Zwigzki aromatyczne daja trzy pasma absorpcyjne. Wprowadzenie podstawnikow do
pierscienia benzenowego wywotuje zmiany w widmie, zalezne od natury podstawnika.

Spektrofotometria UV-Vis posiada kilka zalet, ktore wyr6zniaja ja sposrdd innych technik,
jest jedng z najczesciej stosowanych metod instrumentalnych w analizie iloSciowe;.
Spektrofotometri¢ cechuje duza czulo$¢, ktéra jest waznym kryterium oceny metody. Mozemy
rozrézni¢ czutos$¢ spektrofotometrycznej reakcji dla ktorej obiektywnym wyznacznikiem jest
warto$¢ molowego wspotczynnika absorpcji, a takze czuto$¢ danej metody spektrofotometryczne;
dotyczacej oznaczania badanego sktadnika w okreslonym materiale i w konkretnych warunkach. W
ocenie metody spektrofotometrycznej istotna jest dolna granica oznaczalnos$ci, ktora okresla si¢ za
pomoca wspotczynnika Wy _ktory wyraza st¢zenie analizowanej substancji. Jako metody czule
okresla sie te 0 wspotczynniku € powyzej 10000 dm® mol™-cm™ a o niskiej czutosci te ponizej 1000
dm* mol™-cm™ [3,7].

Innym walorem spektrofotometrii jest duza precyzja oznaczen. Zalezy ona od zakresu
oznaczanych stezen i od klasy aparatu. Spektrofotometria pozwala uzyska¢ wyniki ktorych
niepewno$¢ nie przekracza +0,2% [7].

Spektrofotometria pozwala réwniez na osiggni¢cie dobrej selektywno$ci oznaczen. Maja na
nig wptyw takie czynniki jak: wielko$¢ pH roztworu, mozliwo$¢ eliminacji obcych sktadnikow
metoda maskowania czy ekstrakcji, charakter rozpuszczalnika, ale decydujace znaczenie ma
charakter gtownej reakcji czyli wybidrczos¢ danego odczynnika w stosunku do okreslonego jonu
[3,7].

Przyktadowe zastosowanie spektrofotometrii UV-Vis to [7] :

1) Analiza ilosciowa kationow metali
Opracowane sg procedury oznaczen dla wszystkich kationdw metali i to na wiele sposobow.
Kationy sg zazwyczaj oznaczane w postaci barwnych kompleksow chelatowych z odczynnikami
organicznymi, barwnych kompleksow par jonowych, a takze barwnych kompleksow z prostymi
ligandami nieorganicznymi,

2) Analiza iloSciowa aniondéw nieorganicznych
Spektrofotometria UV-Vis jest glbwna metoda w analizie anionéw nieorganicznych. Oznaczane
sg wszystkie aniony, ale do najczeéciej stosowanych nalezg: azoty (VI), azotany (III),,
fosforany, fluorki i krzemiany. Analiza tych anionéw uzywana jest zarowno w rolnictwie jak i
w laboratoriach zajmujacych si¢ srodkami spozywczymi i ochrong srodowiska.

3) Analiza ilo$ciowa zwigzkow organicznych
W analizie ilosciowe] zwigzkéw organicznych spektrofotometria uzywana jest glownie w
zakresie nadfioletu. Warto jednak zaznaczyé, ze metoda ta, nie jest selektywna i dopiero w
potaczeniu z chromatografem pozwala na analiz¢ ogromnej grupy zwigzkoéw organicznych i
metaloorganicznych.

4) Badanie rownowag reakcji chemicznych
Gléwne zastosowanie spektrofotometrii UV-Vis to wyznaczanie stalych dysocjacji kwasow i
zasad oraz ustalanie sktadow i statych wartosci zwigzkow kompleksowych.
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BUDOWA I ZASADA DZIAELANIA SPEKTROFOTOMETROW UV-VIS

Spektrofotometr UV-Vis jest przyrzadem do pomiaru absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie nadfioletu oraz $wiatta widzialnego przez ciecze, ciala stale oraz
gazy. Kazdy spektrofotometr sktada si¢ z kilku gtownych czesci takich jak:

o Zrédto promieniowania

o Monochromator

o Komora do umieszczenia kuwety pomiarowe]
o Detektor mierzacy nat¢zenie promieniowania
o Wskaznik, rejestrator, komputer

Zrédlo promieniowania

Zrédtem promieniowania s3 lampy wykonane z réznych materiatéw, w zaleznosci od ich
okresow pracy. W zakresie ultrafioletu stosuje si¢ lampy deuterowe badz rteciowe, majg one zakres
od 180 do 360 nm. W zakresie widzialnym uzywane sg lampy wolframowe, ktorych zakres si¢ga od
350 nm do bliskiej podczerwieni oraz halogenowe a zakresie od 340 do 1200 nm. Zatem dwie
lampy w UV-Vis pokrywaja caty zakres dlugosci fali. Istniejg rowniez wysokoci$nieniowe lampy
ksenonowe ktore emitujg ciggle promieniowanie o statej mocy w calym zakresie promieniowania
UV-Vis (190-900nm) i s3 one coraz czg$ciej stosowane w budowie spektrofotometréw, gdyz
wystarczajace jest wtedy jedna lampa [3].

Monochromator

Monochromator jest podstawowym elementem spektrofotometru, ktorego celem jest
wyizolowanie z emitowanego promieniowania, waskiego pasma o zagdanym zakresie. Im mniejszy
jest ten zakres, tym $wiatlo jest bardziej monochromatyczne. W sktad monochromatora wchodzi:
szczelina wejsciowa, kolimator, element rozszczepiajacy promieniowanie oraz szczelina
wyj$ciowa. Zadaniem szczeliny wejsciowej oraz kolimatora (w spektrofotometrach zazwyczaj te
funkcje petnig zwierciadta) jest prowadzenie rownoleglej wigzki promieniowania wzdtuz gtéwnej
osi optycznej, az trafi ona na siatke dyfrakcyjng. Zadaniem siatki jest rozszczepienie
promieniowania, jest ona wykonana z przezroczystej plytki na ktorej natozone sg rownolegte,
nieprzezroczyste rysy o stalym rozstawie (rysunek. 2.1.) Obecnie wykonuje si¢ je technika
holograficzng. Ponizszy wzor opisuje rozmieszczenie poszczegodlnych linii dla siatki odbijajacej[ 1] :

kA = a(sina £ sin0) (2.1)
gdzie: o — kat padania wigzki promieniowania na siatk¢ wzgledem normalnej do siatki
0 — kat ugigcia promieni
a — odleglo$¢ migdzy rysami (stata siatki)
k — rzad widma
A — dhugos¢ fali

Siatka dyfrakeyjna

o

Promien padajacy
(wiazka polichromatyczna)

Promienie ugigte
(wiazka promieniowania rozszczepionego na skladowe)

Rys. 2.12. Schemat dziatania siatki dyfrakcyjnej [13]
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Wystepuje kilka uktadow monochromatoréw ktére sa uzywane w spektrofotometrach, sa
to: Littrowa, Eberta i Czernego-Turnera. W uktadzie Littrowa szczeliny sa asymetrycznie ustawione
wzgledem siatki, a wklgste zwierciadto wystepuje w roli kolimatora. Uktad Eberta charakteryzuje
si¢ wklestym zwierciadtem w roli kolimatora oraz niesymetrycznie ustawionymi szczelinami wobec
elementu rozszczepiajacego. Uktad Czernego-Turnera (rysunek 2.2.) jest podobny do Eberta
natomiast posiada on dwa zwierciadla, a nie jedno jak w przypadku powyzszego.

Rys. 2.2. Przykladowy monochromator typu Czernego-Turnera. A-Zrodlo promieniowania,
B- szczelina wejsciowa, C,E - zwierciadla, D - siatka dyfrakcyjna, F - szczelina wyj$ciowa,
G — detektor [17]

Kuweta pomiarowa

Do pomiaru absorpcji cieczy 1 gazow uzywa si¢ kuwet pomiarowych. Aby spelniaty one
swoje zadanie musza by¢ wykonane z materialy ktéry zapewnia maksymalng transmisje
promieniowania w zadanym zakresie. W celu badania fali o dlugosci mniejszej niz 380 nm. (UV)
uzywa si¢ kuwet ze stopionej krzemionki badz kwarcu (umozliwia on badanie w zakresie od 180 —
1000 nm). Aby mierzy¢ absorpcje promieniowania o dlugosci fal w zakresie $wiatta widzialnego
kuweta moze by¢ wykonana ze szkla optycznego, kwarcu badz z tworzyw sztucznych. Kuwety
pomiarowe musza by¢ wykonane bardzo doktadnie, doktadnie znana powinna by¢ grubo$¢ warstwy
absorbujacej — cieczy lub gazu. Wazne tez aby kuweta byta odporna na substancje chemiczne, ktore
sa w niej analizowane, oraz by byla odpowiednio oznakowana — dlugo$¢ drogi optycznej 1 materiat
z jakiego jest wykonana. Standardowe kuwety maja grubo$¢ 10 mm, ale bywaja tez mniejsze
np.: 1,2,5 mm, oraz wigksze: 20, 50 mm [1,7]. Na rysunku 2.3. przedstawiono schemat kuwety
pomiarowe;.

Grubosc warstwy
Kuweta
/ pomiarowa
#
_______ Badana

=== | L — substancja
Rys. 2.3. Schemat kuwety pomiarowej; lo- natezenie wigzki
I, I promieniowania monochromatycznego, Ir - natezenie

" promieniowania przechodzacego przez roztwror

h
L
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Detektor

Detektory w spektrofotometrach odbierajg kwanty promieniowania elektromagnetycznego i
zamieniaja ich energi¢ w energi¢ elektryczng. Musza spetnia¢ one kilka warunkéw, takich jak
wysoka czutos$¢ tzn. wykrywac najmniejsze zmiany w natezeniu $wiatta oraz niski poziom szumow
wiasnych. Detektory powinny dziala¢ rowniez w sposéb liniowy, tzn. wielko$¢ elektryczna na
wyjsciu detektora powinna by¢ proporcjonalna do natgzenia promieniowania na jego wejsciu. Do
spektrofotometrow UV-Vis najczgéciej uzywanymi detektorami sa:

e Fotokomorki

e Fotopowielacze

e Fotodiody

Fotokomorki dzialaja na zasadzie zjawiska fotoelektrycznego zewngtrznego. Energia fotonow
padajacych na fotokatode pozwala na uwolnienie z niej elektrondw. Sg one nastgpnie przyspieszane
w polu elektrycznym migdzy anoda i1 katodg co wywoluje przepltyw pradu elektrycznego. W
zalezno$ci od materialu z jakiego wykonana jest katoda, fotokomorki majg rézng czutosc.
Zazwyczaj w spektrofotometrach sg dwie wymienne fotokomorki: ,,niebieska” — czula w zakresie
od 200 do 650 nm., zbudowana z 3 warstw, o sktadzie Ag - stopCs/Sb - Sc; ,,czerwona” do dtugosci
fali powyzej 650 nm., fotokatoda zbudowana z 3 warstw Ag - stop Cs/CsO — Cs.

Fotopowielacze rowniez wykorzystuja zjawisko fotoelektryczne oraz zjawisko wtornej emisji
elektronow. Sg one zbudowane z fotokatody, kilku dynod (uktadu powielajgcego) i anody (rysunek
2.4.). Kwanty promieniowania elektromagnetycznego wybijaja elektrony z fotokatody. Te sa
przys$pieszane w polu elektrycznym i padaja na dynody, wybijajac przy tym wtorne elektrony.
Kazdy padajacy elektron wybija kilka nowych, stad nast¢puje wzmocnienie fotopradu.

U Us U
f

i} ‘Lﬁl
- . _
L - /’ I & :
lu .L..Eotuu ,:‘(- ﬁ\ :
4 % 1 :
| L B
okienko .r'f \ i D,
sghlane / 1 ——

fotokntoda | K L |7 U

Rys. 2.4 . Schemat fotopowielacza , UA —anoda, U1,U2...US5 - dynody[19]

Innym czesto stosowanym rodzajem detektora sg fotodiody, ktére dziataja na zasadzie
zjawiska fotoelektrycznego wewnetrznego. Sa one wykonane z péiprzewodnikowych materiatow,
na ktérych absorpcja fotonow powoduje wzbudzenie elektronéw (nosnikow tadunku) z pasma
walencyjnego do pasma przewodnictwa. Najczesciej stosowanymi ztgczami sg te typu p-i-n oraz p-
n. Fotodioda p-i-n jest zbudowana z czystego potprzewodnika, na ktéry z jednej strony nanosi si¢
poiprzewodnik typu p — z niedoborem elektronéw, a z drugiej potprzewodnik typu n tzn. z
nadmiarem elektronéw. Po obydwu stronach przyktadane sg elektrody, ktore podtaczane sg do
zrédta napigcie, co powoduje polaryzacje diody w kierunku zaporowym. Podczas przechodzenia
przez warstwe zaporowa zlgcza, promieniowanie elektromagnetyczne prowadzi do powstania
no$nikéw tadunkow czyli przez diode ptynie prad, ktory jest proporcjonalny do liczby
zaabsorbowanych fotonow.

Do zalet fotodiod naleza: niewielkie wymiary, duza szybko§¢ odpowiedzi na sygnal,
stabilnos$¢ 1 niski poziom szumow oraz duza czutos¢. W spektrofotometrach nowej generacji czesto
uzywa si¢ detektorow w postaci matryc diodowych. Sg to szeregi ztozone z kilkuset fotodiod, ktore
charakteryzuja si¢ wielokanatowa detekcja co pozwala na szybka odpowiedz 1 szeroki przedziat
liniowosci wskazan [1,3,7].

Sygnat z detektora, zostaje wzmocniony i1 przestany do uktadu pomiarowego. Sposob
sterowania spektrofotometru zalezy od jego klasy. Urzadzenia nizszej klasy sa sterowane w sposob
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»rfeczny”, natomiast nowoczesniejsze, s sterowane przez komputer, ktory moze stanowi¢ czesé
przyrzadu badz by¢ oddzielnym uktadem. Mierniki w spektrofotometrach nizszej klasy mogg by¢
typu: wychyleniowego, kompensacyjnego Iub cyfrowego. W wuktadach wychyleniowych
stosowanych w spektrofotometrach jednowigzkowych, przyrzadem pomiarowym jest najczesciej
galwanometr, wyskalowany w jednostkach absorbancji i transmitancji. Uktady kompensacyjne
polegaja na zrbwnowazeniu dziatania jakie jest powodowane przez wprowadzenie badanej probki w
bieg promieni. Mozna to spowodowal przez uzycie przestony lub przez zmiang wielkoS$ci
pradowych. Mierniki typu kompensacyjnego s3 doktadniejsze od wychyleniowych i stosuje si¢ je w
urzadzeniach dwuwigzkowych. Powyzsze mierniki naleza do ukladow analogowych, obecnie
czesciej sygnat analogowy przetwarzany jest na cyfrowy 1 wyswietlany na odpowiednim
wyswietlaczu - jest to znacznie doktadniejszym sposobem [1,3,7].

Integralnym elementem spektrofotometrow klas wyzszych jest komputer, ktorego zadaniem jest:
Przetwarzanie sygnatu analogowego w sygnat cyfrowy
Diagnostyka przyrzadow, w tym sprawdzanie prawidlowosci dziatania podzespotow
Korekcja parametrow pomiarowych (np. korekcja linii podstawowej)
Sterowanie pomiarem (dobor parametrow)
Obliczanie 1 wyswietlanie wynikéw pomiarowych
Optymalizacji rejestrowanych widm i stosunku sygnatu do szumu
Analiza statystyczna wynikow pomiarowych
Porownywanie wynikéw pomiarowych z danymi odniesienia przechowywanymi w pamigci
Magazynowanie danych w pamie¢ci komputera

Elementem potrzebnym do zapewnienia poprawnego dziatania spektrofotometru jest
réwniez uklad stabilizujacy napiecie zasilajace. Jest on zazwyczaj sprzgzony z przyrzadem, badz
urzadzenia sg zasilane z komputera.

Podzial spektrofotometrow oraz parametry je charakteryzujace

Istnieje wiele sposobow podzialu spektrofotometréw w zaleznosci np. od sposobu
rejestrowania, zakresu czy konstrukcji. Na klase spektrofotometru maja wpltyw gléwnie dwie z jego
czesci sktadowych: monochromator oraz detektor.

Ze wzgledu na sposob rejestracji, spektrofotometry dzielg si¢ na punktowe
1 samorejestrujace. Spektrofotometry punktowe dokonujg pomiarow, kolejno przy kazdej dtugosci
fali. Odbywa si¢ to zazwyczaj przy pomocy metody wychyleniowej badz kompensacyjnej i
charakteryzuje si¢ duzg precyzja pomiaru. Spektrofotometry samorejestrujgce to zazwyczaj
urzadzenia dwuwigzkowe, automatycznie rejestrujace widmo przy pomocy komputerow w ktore sg
wyposazone. Pomiar trwa krécej niz w przypadku spektrofotometrow punktowych, lecz
bezwladnos¢ uktadu rejestrujacego moze prowadzi¢ do znieksztatcenia widma [2,7].

W zaleznosci od przebiegu wigzki promieniowania, spektrofotometry dzieli si¢ na
jednowigzkowe 1 dwuwigzkowe:
e Jednowigzkowe - w ktorych wigzka przechodzi najpierw przez probke odniesienia a
nastepnie przez probke z badanym roztworem
e Dwuwigzkowe - wigzka promieniowania jest dzielona na dwie identyczne wigzki
rownolegte, w bieg jednej wprowadzany jest probka odniesienia, a w drugiej probka badana.

Wzgledy ekonomiczne zdecydowaly, ze czesciej uzywane sg aparaty jednowigzkowe, poniewaz
koszt czesci optycznej przewyzsza koszt elektronicznych urzadzen zapewniajacych stabilno$¢
uktadu.

Powyzej wymienione rodzaje naleza do spektrofotometrow klasycznych. Charakteryzuja si¢ one
sposobem badania zwanym skanowaniem tzn. dla okreslonej dtugosci fali rejestrowane jest widmo i
mierzona wielko$¢ absorbancji, nastgpnie monochromator zmienia dlugos¢ fali, 1 absorbancja jest
mierzona dla kolejnej wielkosci. Obecnie produkowane sa rowniez spektrofotometry ktore badaja
wiele dlugosci fali jednocze$nie — spektrofotometry z detekcja réwnolegla. W ich przypadku
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wigzka promieniowania polichromatycznego jest kierowana na badang probke, a nastgpnie na uktad
rozszczepiajacy. Badanie rozszczepionego widma w calym zakresie umozliwia zastosowanie
matrycy fotodiod. Jest to szereg detektorow, ustawionych w taki sposéb aby kazda dioda mierzyta
natezenia promieniowania dla okreslonej dtugosci fali. Jednoczesna odpowiedz wielu fotodiod
sprawa, ze spektrofotometry charakteryzujg si¢ duza szybko$ciag pomiaru, co jest ogromng zaleta w
badaniach ukladow nietrwatych, analiz wielosktadnikowych i bedacych w przeptywie [1, 5, 7].
Spektrofotometry klasyczne oraz spektrofotometry z detekcja rownolegla roznig si¢ od siebie
rowniez budowa, co zostato przedstawione na rysunkach 2.5. 1 2.6.
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Rys. 2.5 .Budowa spektrofotometru klasycznego [13]
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Rys. 2.6. Budowa spektrofotometru z detekcja rownolegla [13]

Ze wzgledu na znaczace réznice w budowe, mozliwosci analityczne oraz osiggane parametry,
wszystkie dotychczas produkowane parametry zostaly podzielone na cztery generacje [3]:

e Spektrofotometry pierwszej generacji - produkowane w latach 1945- 1970, z elektronicznym
odczytem lampowym;

e Spektrofotometry drugiej generacji — z elektronicznym uktadem potprzewodnikowym z
cyfrowym odczytem, przystosowane do wspolpracy z zewnetrznym ukladem
mikrokomputerowym, produkowane na poczatku lat 70.

e Spektrofotometry trzeciej generacji — zawieraja wbudowany mikrokomputer do sterowania
dziataniem poszczegdlnych zespoldw aparatu i przetwarzania uzyskiwanych wynikéw
pomiarowych, pojawity si¢ przy koncu lat siedemdziesiatych;

e W pelni skomputeryzowane, z zastosowaniem nowych metod rozszczepienia (dyspersja
dwuwymiarowa) 1 detekcji promieniowania optycznego (detekcja wielkokanatowa),
umozliwiajace znacznie wigksza szybkos¢ pomiaru i czutos¢.

Oprocz  standardowych  spektrofotometrow UV-Vis  produkowane s3 rowniez
spektrofotometry Vis majace zastosowanie tylko w zakresie widzialnym absorpcji. W przypadku
gdy analizowane substancje nie majga pasm absorpcji w ultrafiolecie, a tylko w zakresie od 350 nm
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do okoto 780 nm wystarczajace beda spektrofotometry Vis. Sg one znacznie tansze od urzadzen
pokrywajacych caty zakres UV-Vis m.in. ze wzglgdu na wykorzystywane zrédto promieniowania.
Spektrofotometria w zakresie UV-Vis wymaga stosowania drogich lamp ksenonowych ktore
emituja promieniowanie w calym tym zakresie lub stosowania dwoch lamp. Swiatlo widzialne
emitujg znacznie tansze lampy wolframowe lub halogenowe 1 wystarczajaca jest tylko jedna z nich.
Na mniejsze koszty produkcji spektrofotometréw Vis wplywaja rowniez elementy optyczne takie
jak kuwety, ktére moga by¢ wykonane ze szkta lub tworzyw sztucznych, nie tak jak w przypadku
badania fal o dlugosci mniejszej niz 380 nm gdzie uzywany jest kwarc, ktory jest znacznie
kosztowniejszy w obrobce.

W celu okreslenia klas spektrofotometréw oraz ich mozliwosci zastosowan uzywa si¢ wielu

parametréw, podstawowe znaczenie maja [1,3,7] :

Zakres spektralny przyrzadu — Najczesciej konstruowane sg przyrzady o zakresie
widzialnym (Vis) — 360 do 800 nm; UV i widzialnym (UV-Vis) - 200 do 800 nm, oraz
ultrafioletowym,  widzialnym 1  bliskiej = podczerwieni(UV-Vis-NIR) -  od
200 nm do 3000 nm.

Szerokos$¢ spektralna wiazki — Wielko$¢ ta jest zwigzana z definicja funkcji szczelinowej
monochromatora. Okre$la ona rozklad energii promieniowania opuszczajaca szczeling
wyjsciowg wzgledem dtugosci fal tego promieniowania, gdy szczelina wejSciowa jest
rownomiernie i catkowicie o$wietlona przez zrodto [3]. Jesli monochromator posiada
szczeliny rowniej wielko$ci, zaktada si¢, ze funkcja ma ksztatt trojkata, ktérego wierzchotek
jest zlokalizowany na wysoko$ci nominalnej dlugosci fali, ustawionej na monochromatorze
(rysunek 2.7.). Szeroko$¢ spektralna wigzki, to szerokos¢ trojkata w potowie jego
wysokosci, obejmuje okolo 75% promieniowania wychodzacego z monochromatora.
W zaleznosci od klasy przyrzadu wielkos¢ ta waha si¢ od okoto 0,05 nm do 5, a nawet 10
nm w urzadzeniach stabszych.

Spektralna zdolno$¢ rozdzielcza - zdolno$¢ spektrofotometru do odréznienia dwoch pasm
absorpcji lezacych blisko siebie. Najczesciej za jej miare przyjmuje si¢ minimalng szeroko$¢
wigzki jaka jest mozliwa do uzyskania przy podanej dlugosci fali. Przyjmuje wartosci od 0,1
nm do 1 nm.

Dokladnosé¢ skali absorbancji — Zazwyczaj okreslana dla A=1 1 przy okreslonej dtugosci
fali. W zaleznosci od urzadzenia doktadnos¢ siggaod 0,5 do  0,0008 [7]. Jest to wielkos¢
istotna dla oceny wynikdéw 1 ma na nig wptyw tzw. poziom szumow.

Dokladnosé¢é wyznaczania dlugosci fali — Wielkos¢ okreslajaca o ile wskazywana dtugos¢
fali r6zni si¢ od wartosci rzeczywistej — zazwyczaj w granicach od 0,1 nm do 1 nm. W
spektrofotometrach do poprawnego dziatania wymagana jest kalibracja dtugosci fali. W
urzadzeniach sterowanych komputerowo proces ten jest wykonywany automatycznie.

Ilo$¢ Swiatla rozproszonego — Ilo§¢ $wiatla o dlugosci innej niz wyselekcjonowana, ktora
dociera do detektora. Podawana jest w procentach i w zaleznosci od klasy aparatu: si¢ga
nawet 1% w przypadku spektrofotometréw nizszej klasy, a dla przyrzadow lepszej klasy
wynosi do 0,0001%
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Rys. 2.7 Rozklad natgzenia promieniowania opuszczajacego
szczeling wyj$ciowg monochromatora w zaleznosci od dtugosci
fali tego promieniowania (funkcja szczelinowa);

. ?'E . A Als — szeroko$¢ spektralna wigzki [1]

¥
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SPEKTROFOTOMETR VIS723G

Spektrofotometr VIS 723G jest wielozadaniowym spektrofotometrem w zakresie widma
widzialnego. Sktada si¢ z zasilacza, zrédta §wiatla, monochromatora, przedzialu probek, systemu
detekcji, systemu kontroli silnikéw, mikroprocesora, klawiatury oraz wyswietlacza LCD. Do
komunikacji zewnetrznej oprocz klawiatury 1 wyswietlacza wyposazony jest w port RS232 1 port
drukarki. Na rysunku 3.2. przedstawiono schemat blokowy spektrofotometru, a rysunek 3.3.
przedstawia schemat systemu optycznego. Podstawowe parametry urzadzenia oraz specyfikacja
parametréw spektrofotometru umieszczono w tabelach 3.1.13.2.

Rys. 3.13. Stanowisko do pomiaréw spektrofotometrycznych

Port RS232

T

A

Klawiatura, Wyswietlacz Port drukarki
A A
A 4 [
Mikroprocesor in Zasilacz ¥ Zrédio $wiatla

A

-

Silniki i ich sterowanie

System detekcji

Nl Przedzial probek

F 3

Monochromator

Rys. 3.14. Schemat blokowy spektrofotometru [23]
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Rys. 3.15. Schemat systemu optycznego
spektrofotometru VIS723G;

W — lampa halogenowa; |G- siatka
dyfrakcyjna; M1- zwierciadlo skupiajace;
M3-M4 - zwierciadta ogniskujace; F1-F5 —
filtry; Y- komora pomiarowa; ; S1-S2 —
szczeliny;

M2- okno zabezpieczajace;

T1-T2 — soczewki; N — detektor [23]
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Tab. 3.3. Podstawowe parametry urzgdzenia[23]

Zakres dlugosci 320~1100nm
Zakres pomiaru transmitancji 0%T~200%T
Zakres pomiaru absorbancji -0,301~3,00A
Szczelina 2nm
Minimalna rozdzielno$¢ pomiaru 0,1Inm

Tab. 3.4. Specyfikacja gtdwnych parametréw spektrofotometru VIS723G [23]

Doktadnos¢ dtugosci fali +0,5nm

Powtarzalno$¢ dtugosci fali 0,2nm

Swiatto rozproszone <0,1%T(Nal, dla 220nm)
Doktadnos¢ fotometryczna +0,5%T (0%T~100%T)

+0,002A (0~0,5 A)
+0,004A (0,5A~1A)

Odtwarzalnos$¢ fotometryczna 0,2%T
Ptasko$¢ linii bazowej +0,002A
Dryft <0,00A/h (przy 500nm; po wygrzaniu)

Spektrofotometr ma funkcje¢ autodiagnostyki to znaczy potrafi rozpoznaé wigkszos¢ bledow,
informujac o nich oraz pokazujac wskazowki dotyczace dalszego postepowania, oraz opcje
automatycznego zapisu danych, ktére nie zostang utracone bez wiedzy uzytkownika.
Spektrofotometr VIS723G posiada kilka trybow w ktérych mozna wykonywac¢ badania. Sa to:
= pomiary przy wykorzystaniu funkcji skanowania wzgledem dlugosci fali — uzyskiwanie widma

absorpcji. Przed przystgpieniem do skanowania uzytkownik ma mozliwos¢ okreslenia
parametréw badania, takich jak

o mierzona wielko$¢ (transmitancja, absorbancja, ekstynkcja),

o szybkos$¢ skanowania; do wyboru szybka, §rednia i wolna,

o odstep skanowania; zbyt duzy odstep skanowanie bedzie powodowat niepelny obraz
widma, z kolei zbyt maly odstep spowoduje zmniejszenie predkosci skanowania oraz
moze zmniejszy¢ badany zakres dilugosci fali. Nalezy optymalnie dobra¢ odstep
skanowania do dtugosci fali — jesli chcemy uzyska¢ widmo w pelnym zakresie dlugosci
fali interwal nie moze by¢ mniejszy niz 0,5nm. Spektrofotometr pozwala na wybor
jednej z dostepnych wartosci odstepu: 0,1nm, 0,2nm, 0,5nm, 1,0nm, 2,0nm, 5,0nm.

o zakres skanowania - pozwala wybra¢ dolng i gorng granice dtugosci fali

o skalgosiY

= pomiary fotometryczne (pomiary przy okreslonej dtugosci fali), mozliwy pomiar dla wielu
dhugosci fal(maksymalnie 9) w tym samym czasie. W tym trybie rdwniez przed pomiarem
nalezy ustawi¢ warto$ci parametrow takich jak ilo$¢ analizowanych dtugosci fal, okreslenie ich
dhugosci, oraz wilaczenie lub wylaczenie korekcji kuwety.

= pomiary ilo$ciowe. Przed przystapieniem do pomiaru nalezy ustali¢ krzywa kalibracyjna, ktora
wigze ze sobg absorbancje A oraz ste¢zenie C wedtlug rownania C=KA+B. Istniejg na to dwa
sposoby : bezposrednie wprowadzenie parametrow K i B lub poprzez r¢czne wpisanie st¢zenia
probek a nastepnie pomiar ich absorbancji. Po ustaleniu krzywej kalibracyjnej nalezy przej$¢ do
wlasciwych pomiarow.

= pomiary kinetyczne - mozliwe $§ledzenie zmian parametréw probki w czasie oraz stuzy do
obliczen aktywno$ci probki w okreslonym odcinku czasu. Stosowany rowniez do sprawdzenia
stabilnos$ci 1 szumow urzadzenia. W tym trybie przed rozpoczeciem pomiaréw nalezy ustali¢
czas pomiaru oraz czas probkowania, z tym, ze oba te parametry powinny by¢ do siebie
dopasowane — im dtuzszy czas pomiaru tym diuzszy powinien by¢ odstep miedzy pomiarami.

= pomiary w czasie rzeczywistym moga by¢ wykorzystane dla pomiaréw fotometrycznych i
ilosciowych przy ustalonej dlugosci fali. Urzadzenie w tym trybie jest caty czas w stanie
pomiaru.
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Spektrofotometr VIS723G potaczony jest z zewnetrznym komputerem. Oprogramowanie
UVSoftware umozliwia sterowanie urzadzeniem bezposrednio z komputera, a uzyskane wyniki
pozwala zobaczy¢ i analizowa¢ w programie, nie tylko na ekranie spektrofotometru. Program
UVSoftware posiada takie same funkcjonalnosci jak te ktore sg dostgpne z panelu sterowania
spektrofotometru
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