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D6. Wyznaczanie stezenia roztworu na podstawie widma absorpcji

Celem ¢wiczenia jest poznanie zjawiska absorpcji Swiatta przez roztwory, pomiar widma
absorpcji przy pomocy spektrofotometru oraz wyliczenie stezenia badanego roztworu.

Promieniowanie elektromagnetyczne, padajagc na warstwe roztworu o grubosci d, ulega — w
pewnych zakresach dtugosci fali — absorpcji,

czyli pochtanianiu. J!

Zjawisko to opisuje réownanie Lamberta-Beera: 3

—u-cd
J - \Joe H (1),

gdzie: Jo i1 J o0znaczaja nat¢zenia promieniowania,

roztWor 0
stezeniu ¢

ﬁ—)

odpowiednio, padajacego na warstwe substancji 1o

przej$ciu przez nig, g 0znacza molowy wspélczynnik

absorpcji, ¢ — stezenie badanego roztworu, ¢.d

a wyrazenie: H-C- d=E (2)  nazywa si¢ absorbancjg.

Mierzona warto$¢ absorbancji E jest rownowazna wielkos$ci zaabsorbowanego przez badany
roztwor promieniowania. Zalezno$¢ absorbancji E od dlugosci fali A promieniowania
padajacego na roztwor nosi nazwe Wwidma absorpcji. Im wicksza ilo$¢ energii
promieniowania zostanie zaabsorbowana, tym bardziej wzrasta mierzona warto$¢
absorbancji E. W miejscach najwigkszego pochlaniania promieniowania powstaje tzw.
maksimum absorpcyjne.

Kazda substancja ma swoje charakterystyczne widmo absorpcji, w ktorym wystepuja

maksima absorpcyjne dla okreslonej dtugosci fali A lub inaczej, dla okreslonej czestotliwosci
f (gdyz: f =%, ¢ - predkos$¢ $wiatla). Kazde maksimum absorpcyjne odpowiada przejsciu

czasteczki z jakiego$ okreslonego poziomu energetycznego na poziom wyzszy.

Dla czasteczki rozrézniamy nastgpujace Skwantowane poziomy energetyczne, pomiedzy
ktorymi moga odbywac si¢ przejscia:

elektronowe (podobnie jak w atomie, pomiedzy stanami elektronowymi),

oscylacyjne — wynikajace z drgan atomow wokot ich potozen réwnowagi,

rotacyjne — zwigzane z ruchem obrotowym czasteczek lub ich fragmentow.

Odstepy energetyczne AE pomigdzy tymi poziomami sg rézne; najwicksze - pomiedzy
poziomami elektronowymi, najmniejsze — migdzy rotacyjnymi. Stad przejscia energetyczne

pomiedzy tymi poziomami, a wigc maksima absorpcyjne, obserwowane sa dla roZmych
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czestotliwosci T (AE = h-f), a zatem i dlugosci fal A. 1 tak, widma elektronowe maja dhugosci
fal lezace w zakresie fal widzialnych i nadfioletu, widma oscylacyjne — w podczerwieni, a
widma rotacyjne — w zakresie mikrofal.

Na podstawie zmierzonej wartosci dlugosci fali odpowiadajacej maksimum absorpcyjnemu
oraz wartoSci absorbancji, mozna uzyska¢ wiele interesujgcych informacji o strukturze
elektronowej idynamice czasteczek, a takze mozna zidentyfikowa¢ badany zwigzek

1 obliczy€ jego stezenie.

W przypadku roztworéw badana probka sktada si¢ przynajmniej z dwoch elementow, tj.
substancji rozpuszczonej 1 rozpuszczalnika. Kazdy z tych elementow charakteryzuje si¢
swoim widmem absorpcji, ktore stanowi skladowa rejestrowanego ostatecznie widma.
Uwzgledniajac  fakt, iz najczesciej badaniu podlega jeden skladnik (tj. substancja
rozpuszczona), wskazane jest uwzglednienie poprawki na wkltad widma rozpuszczalnika. W
tym celu, najczesciej przed pomiarami roztworow, rejestruje si¢ tzw. lini¢ bazowa, tj. widmo
absorpcji  czystego rozpuszczalnika. Korekta (odejmowanie widma rozpuszczalnika)
wykonywana jest najczeSciej automatycznie w pamigci urzadzenia lub oprogramowania

komputerowego wspotpracujacego ze spektrofotometrem.

Literatura uzupeiniajgca
1. Cz. Bobrowski, Fizyka- krotki kurs, Rozdz.6.9, 6.10
2. S. Przestalski, Fizyka z elementami biofizyki i agrofizyki, Rozdz. 2.3,

Zobacz tez:
symulacje komputerowe na stronie internetowej Katedry Fizyki i Biofizyki

(https://sparrow.up.poznan.pl/kfb/) (zaktadka: Symulacje zjawisk fizycznych).
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D6. Protokol pomiarow i obliczen

Nr pary Imig i nazwisko studenta Wydziat
grupa
data Imi¢ i nazwisko prowadzgcego Zaliczenie

Opis podstawowych funkcji i operacji

Spektrofotometr nalezy uzytkowa¢ zgodnie z wskazéwkami wys$wietlanymi na wyswietlaczu
urzadzenia. Komunikacja z urzadzeniem odbywa si¢ za pomoca wbudowanej klawiatury
zawierajacej:
I. Klawiatury numerycznej wraz z funkcjami dodatkowymi — stuzy do wprowadzania wartoSci
liczbowych oraz wydawania podstawowych komend. Spo$rod przyciskow specjalnych wyrdzni¢
mozna:
a. Przycisk ,,0” (ZERO) — stuzy do rejestracji linii bazowej (widma samego rozpuszczalnika)
b. Przycisk PRINT — stuzy do eksportu danych znajdujacych si¢ aktualnie w pamigci
spektrofotometru. Eksport odbywa sie bezposrednio do drukarki lub do pamieci komputera
wspotpracujacego z urzadzeniem
II. Klawiszy kursorow — stuzacych do podstawowej nawigacji
I1. Klawisza ENTER — stuzy do potwierdzania wyborow i komend

Wykonanie ¢wiczenia

Przyrzady i materialy: spektrofotometr jednowigzkowy Lovibond, komputer PC, roztwory
substancji barwnych o znanych molowych wspoétczynnikach absorpcji.

3. Uruchamiamy komputer.

4. Jesli spektrofotometr jest wytaczony z sieci, wlaczamy go, upewniamy si¢, ze komora pomiarowa
jest pusta i potwierdzamy konieczno$¢ wykonania autotestu przyciskiem ENTER z klawiatury
znajdujacej si¢ pod klawiaturg numeryczng. Nastgpnie czekamy (okoto 2 minut) na wykonanie
wewngtrznych testow 1 przygotowanie do pracy. W tym czasie lampa (umieszczona z tytlu
urzadzenia) kilkakrotnie zostanie wlgczona i wylgczona.

5. Jezeli spektrofotometr znajduje si¢ w trybie uspienia, uruchamiamy go przyciskiem ON/OFF na
klawiaturze numerycznej.

6. Po pomys$lnym zakoficzeniu testu wybieramy odpowiedni tryb pomiarowy, za pomoca klawiatury
numerycznej (urzadzenie oferuje szerokie mozliwosci wyboru trybow). Tryb pomiarowy uzywany w
¢wiczeniu to 985 — rejestracja catlego widma absorpcji. Po wprowadzeniu numeru trybu,
zatwierdzamy przyciskiem ENTER z klawiatury znajdujacej si¢ pod klawiaturg numeryczng.

7. Po uruchomieniu trybu nr 985 ,,WIDMO”, wprowadzamy kolejno zakres pomiarowy dlugosci fal,
za pomocg klawiatury numerycznej. Wprowadzamy kolejno poczatkowa (DF1) oraz koncowa (DF2)
dhugos¢ fali. Kazdorazowo wybdr potwierdzamy przyciskiem ENTER. Spektrofotometr umozliwia
pomiar w dowolnym zakresie dtugosci fal pomigdzy 330 nm 1 900 nm. Zakres pomiarowy nalezy
dobra¢ do badanego barwnika. Sugerowany zakres pomiarowy dla barwnikdéw: czerwien
karbamidowa 1 zielen malachitowa to 400 - 700 nm. W przypadku barwnikow nieznanych, nalezy
postgpowac zgodnie ze wskazéwkami prowadzacego, lub jako zakres pomiarowy zdefiniowaé caly
mozliwy zakres, tj. 330 — 900 nm. Szeroko$¢ zakresu ma wplyw na czas pojedynczego pomiaru.
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8. Po wyborze zakresu pomiarowego, na ekranie pojawi si¢ komunikat: PRZYGOTOWAC ZERO
NACISNAC ‘ZERO’. Do komory pomiarowej wkladamy kuwete pomiarowa (1x1 cm) wypelniong
do okoto 2/3 wysokosci rozpuszczalnikiem (wodg destylowang). Wkiladajac kuwete uwazamy, aby
$cianki przezroczyste znalazly si¢ na drodze optycznej uktadu pomiarowego. Zamykamy pokrywe
komory pomiarowej. Nastepnie naciskamy przycisk ,,0” ZERO. Spektrofotometr zarejestruje widmo
absorpcji rozpuszczalnika (nie bedzie ono prezentowane, jedynie uzyte do wewngtrznej korekcji
widma dalszych probek) — lini¢ bazowa.

9. Po skonczonym pomiarze linii bazowej, na ekranie pojawi si¢ komunikat LINIA BAZOWA OK
PRZYGOTOWAC PROBKE NACISNAC ’¢’. Wyciggamy z komory pomiarowej kuwet¢ z woda,
wylewamy wode i napetniamy kuwete (do okoto 2/3 wysokos$ci) roztworem badanego barwnika i
umieszczamy z powrotem w komorze pomiarowej spektrofotometru. Zamykamy pokrywe komory
pomiarowej. Nastepnie naciskamy przycisk ENTER. Spektrofotometr zarejestruje widmo badanego
roztworu. Podczas rejestracji widma na ekranie widniat bedzie napis POMIAR... a nast¢pnie
PRZELICZANIE. Czas trwania tego procesu jest zalezny od zakresu pomiaru i moze wynosi¢ do
dwodch minut. Po skonczonym pomiarze, na ekranie urzadzenia wyswietlone zostanie zarejestrowane
widmo.

10. Uruchamiamy program komputerowy ,, Termite”. UWAGA — w celu poprawnego dziatania
oprogramowania, nie nalezy zmienia¢ zadnych ustawien programu. W przeciwnym przypadku, moze
zosta¢ zaktocona lub zerwana komunikacja pomiedzy spektrofotometrem a komputerem.

11. Przesylamy wspoélrzedne ostatnio zarejestrowanego widma do komputera. W tym celu, po
zarejestrowaniu widma naciskamy przycisk PRINT, a nastgpnie za pomoca klawiszy kursorow
wybieramy opcje TRANSFER DO PC i potwierdzamy wybor klawiszem ENTER. W oknie
dialogowym programu Termite zaprezentowane zostang wyniki w postaci tekstowej — dwoch
kolumn. Pierwsza z nich to dlugos¢ fali, a druga po podzieleniu przez 1000 stanowi¢ bedzie wartos¢
absorbanciji.

12. W zalezno$ci od polecen prowadzacego — przepisujemy wyniki do tabeli pomiarowej (co 2, 5 lub
10 nm) lub kopiujemy wyniki z okna dialogowego do notatnika i zapisujemy jako plik tekstowy w
celu dalszej jego analizy w zewnetrznym oprogramowaniu komputerowym.

13. Po wykonaniu polecenia z pkt. 9, wybieramy w oprogramowaniu opcj¢ ,,wyczys¢”. Okno
dialogowe zostanie wyczyszczone z danych.

14. Naciskamy na klawiaturze spektrofotometru przycisk ENTER. Na ekranie urzadzenia
wyswietlony zostanie komunikat ,,TO SAMO ZERO? TAK: NACISNAC ’<¢’ NIE: NACISNAC
‘ZERO’. Jesli nie zmieniamy rozpuszczalnika, naciskamy ENTER, przygotowujemy kolejng probke i
wykonujemy polecenia zgodnie z punktami 6-10. Procedur¢ pomiarowa powtarzamy dla kazdego
barwnika.

15. Po zakonczonych pomiarach ,,usypiamy” spektrofotometr przyciskiem ON/OFF na klawiaturze
numerycznej.
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Opracowanie wynikow

1. Na jednym uktadzie
wspolrzednych wykre§lamy Absorbancja E Absorbancja E
widma  absorpcji  badanych | Dlugos¢ Badany barwnik 1 Badany barwnik 2
TOZtWOTOW, czyli krzywa fali | |
zaleznosci  absorbancjii E od | A [nm] (nazwa) (nazwa)
dhlgosrCl fali Swiatla by L= eeiiiannts [ ......... ] L= ceeeiiinen, [ ......... ]
przechodzacego przez ten
roztwor.

2. Znajac molowe wspotczynniki
absorpcji p (podane na butelce z
badanym roztworem)  oraz
grubo$¢ roztworu d=lcm (czyli
grubos¢  kuwety)  obliczamy
stezenie badanego barwnika ze

WZOru:
C — Emax
p-d
(gdzie Emax jest warto$cia
absorbancji w maksimum

absorpcyjnym, ktora odczytujemy
z wykresu E = f(0)).

3. Wzgledny btad pomiaru stezenia
obliczamy metodg logarytmiczng:

Ac AE,_ .
— = , a nastepnie
c E
wyliczamy blad bezwzgledny:
AE
AC=cC - —T%
max

Przy czym AEmax Wyznaczamy z
doktadnosci odczytu wartosci
Emax z zaleznos$ci E = f(A) — patrz
,,Graficzna analiza wynikow”
(https://sparrow.up.poznan.pl/kfb/).

4. Zestawiamy wyliczone  wartosci Warto$ci odczytane z zaleznosci E = f(0):

stezenia z odpowiednio E_ =
zaokraglonym btedem | —M& T
bezwzglednym tej wielkosci (c £

Ac) 1 podajemy jego jednostke. AEmax=

Barwnik 1:

Wyliczone wartosci stezen
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