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F11. Wyznaczanie stezenia nieznanego zwiazku w mieszaninie
dwuskladnikowej metoda spektrometrycznag

Zagadnienia
Przechodzenie swiatta przez roztwory. Zjawisko absorpcji. Widma absorpcji. Prawo Lamberta-

Beera. Parametry absorpcji §wiatta. Schemat poziomow energetycznych Jabtonskiego. Stan
podstawowy i stany wzbudzone.

Literatura
Jaroszyk Rozdziat 12.3.2., 23.3, 23.4; Biofizyka dla Biologéw rozdz. 4.3.3;

Przyrzady i materiaty: spektrofotometr jednowigzkowy Lovibond, komputer PC, kuwety do
absorpcji, roztwory barwnikow (ryboflawina-RF, fluoresceina-Fl).

Spektrofotometr Lovibond - opis podstawowych funkcji i operacji
Spektrofotometr nalezy uzytkowa¢ zgodnie z wskazowkami wyswietlanymi na wys$wietlaczu urzadzenia.
Komunikacja z urzadzeniem odbywa si¢ za pomoca wbudowanej klawiatury zawierajacej:
I. Klawiatury numerycznej wraz z funkcjami dodatkowymi — stuzy do wprowadzania wartosci liczbowych oraz
wydawania podstawowych komend. Sposrdod przyciskéw specjalnych wyrdzni¢ mozna:
Przycisk ,,0” (ZERO) — stuzy do rejestracji linii bazowej (widma samego rozpuszczalnika)
Przycisk PRINT — stuzy do eksportu danych znajdujacych sie aktualnie w pamigci spektrofotometru.
Eksport odbywa si¢ bezpo$rednio do drukarki lub do pamieci komputera wspotpracujacego z urzadzeniem.
II. Klawiszy kursorow — stuzacych do podstawowej nawigacji

1. Klawisza ENTER ’¢’— shuzy do potwierdzania wybordéw i komend

Przebieg pomiarow:

1. Uruchamiamy komputer.

2. Jesli spektrofotometr jest wylaczony z sieci, wlaczamy go, upewniamy si¢, ze komora
pomiarowa jest pusta i potwierdzamy konieczno$¢ wykonania autotestu przyciskiem
ENTER z wbudowanej klawiatury spektrofotometru znajdujacej si¢ pod klawiaturg
numeryczng. Nastgpnie czekamy (okoto 2 minut) na wykonanie wewnetrznych testow
I przygotowanie urzadzenia do pracy.

3. Jezeli spektrofotometr znajduje si¢ w trybie u$pienia, uruchamiamy go przyciskiem
ON/OFF znajdujacym si¢ na klawiaturze numerycznej spektrofotometru.

4. Po pomysSlnym zakonczeniu testu wybieramy, za pomocg klawiatury numerycznej, tryb
pomiarowy 985 — , WIDMO” czyli rejestracja calego widma absorpcji (urzadzenie
oferuje szerokie mozliwosci wyboru trybéw). Po wprowadzeniu numeru trybu, wybor
zatwierdzamy przyciskiem ENTER z klawiatury znajdujacej si¢ pod klawiaturg
numeryczng spektrofotometru.

5. Po uruchomieniu trybu nr 985 ,,WIDMO”, wprowadzamy za pomocg klawiatury
numerycznej zakres pomiarowy, tj. poczatkowa (DF1) oraz koncowa (DF2) dlugosé¢
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fali. Sugerowany zakres pomiarowy dla badanych barwnikéw to 410 - 530 nm.
Kazdorazowo wybor potwierdzamy przyciskiem ENTER.

Po wyborze zakresu pomiarowego, na ekranie pojawi si¢ komunikat:
PRZYGOTOWAC ZERO NACISNAC <‘ZERO’. W Kkomorze pomiarowej
umieszczamy kuwete pomiarowg (0 wymiarach 1x1 cm) wypetniong do okoto 2/3
wysokosci rozpuszczalnikiem (woda destylowang). Wktadajac kuwete uwazamy, aby
Scianki przezroczyste znalazly si¢ na drodze optycznej uktadu pomiarowego.
Zamykamy pokrywe komory pomiarowe;.

Naciskamy przycisk ,,0” (ZERO). Spektrofotometr zarejestruje widmo absorpcji
rozpuszczalnika tzw. lini¢ bazowa (nie bedzie ono prezentowane, jedynie uzyte do
wewnetrznej korekcji widma dalszych probek). Po skoniczonym pomiarze linii bazowe;,
na ekranie pojawi si¢ komunikat LINIA BAZOWA OK PRZYGOTOWAC PROBKE
NACISNAC ’¢’.

Wyjmujemy z komory pomiarowej kuwete z wodg i umieszczamy w komorze kuwete
napelniona do okoto 2/3 wysokoséci roztworem badanego barwnika. Zamykamy
pokrywe komory pomiarowe;.

Naciskamy przycisk ENTER. Spektrofotometr zarejestruje widmo badanego roztworu.
Podczas rejestracji widma na ekranie widniat bedzie napis POMIAR... a nastgpnie
PRZELICZANIE. Po skonczonym pomiarze, na ekranie urzadzenia wy$wietlone
zostanie zarejestrowane widmo.

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

Przesytamy wspoélrzedne ostatnio zarejestrowanego widma do komputera. W tym celu,
po zarejestrowaniu widma naciskamy przycisk PRINT, a nast¢pnie za pomoca klawiszy
kursorow wybieramy opcj¢ TRANSFER DO PC 1 potwierdzamy wybor klawiszem
ENTER. W oknie dialogowym programu Termite zaprezentowane zostang wyniki W
postaci tekstowej — dwoch kolumn. Pierwsza z nich to dlugo$¢ fali, a druga po
podzieleniu przez 1000 stanowi¢ bedzie wartos¢ absorbancji.

W zaleznos$ci od polecen prowadzacego — przepisujemy wyniki do tabeli pomiarowej
(co 5 nm) lub kopiujemy wyniki z okna dialogowego do notatnika i zapisujemy jako
plik tekstowy.

Po przepisaniu (lub zapisaniu) danych, wybieramy w oprogramowaniu opcje¢
,»wyczy$¢”. Okno dialogowe zostanie wyczyszczone z danych.

Naciskamy na klawiaturze spektrofotometru przycisk ENTER. Na ekranie urzadzenia
wyswietlony zostanie komunikat ,,TO SAMO ZERO? TAK: NACISNAC ’¢’ NIE:
NACISNAC ‘ZERO’”. Poniewaz nie

zmieniamy rozpuszczalnika, naciskamy 1,6 J— fluoresceina
ENTER. 1,4 J—meszanina 32
Procedur¢ pomiarowa powtarzamy dla 4 5]

drugiego barwnika (punkty 8-14). T 40]

Przygotuj mieszaning roztworow RF:F1 w g 0,8

proporcji 2:1 i dla otrzymanej mieszaniny 9 iE.]

rowniez Wykonaj pomiary jak opisano w 0’4_

punktach 8 do 14. ’

Po zakonczonych pomiarach ,,usypiamy” ot

spektrofotometr przyciskiem ON/OFF na 0’%50 400 450 500 550 600
klawiaturze numerycznej. A [nm]

Rys.1. Przyktadowe widma badanych roztworéw
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Tabela 1. Zalezno$¢ absorbancji roztworow od dlugosci fali

A, nm | Ryboflawina | Fluoresceina | Mieszanina § A, nm | Ryboflawina | Fluoresceina | Mieszanina
410 470
415 475
420 480
425 485
430 490
435 495
440 500
445 505
450 510
455 515
460 520
465 525

Opracowanie wynikow

1. Na podstawie danych z Tabeli 1 przedstaw na jednym wykresie (na Rys.2) zaleznosci
absorbancji od dtugosci fali dla badanych barwnikéw i ich mieszaniny.

2. Zaznacz (zacieniuj) zakres przekrywania si¢ (0bszar wspolny) widm RF i Fl.

3. Wybierz dwie dlugosci fali znajdujace si¢ w zakresie pokrywania si¢ widm RF i Fl,
jedna z lewej a druga z prawej strony ponizej punktu przecigcia si¢ widm. Wybrane
dhugosci fali oraz zmierzone dla nich wartos$ci absorbancji dla RF, FI oraz mieszaniny
wpisz do Tabeli 2.

4. Korzystajac ze wzoru (1) oblicz wspotczynniki ekstynkcji € barwnikéw dla wybranych

dhugosci fali 1 wpisz otrzymane wartosci do Tabeli 2.

A(c) = ecl

1)

gdzie: A — absorbancja, &€ — wspolczynnik ekstynkcji, ¢ — stezenie [M/cm?], | — dlugo$é kuwety = 1 [cm].
Stezenie poczatkowe ryboflawiny Crr i fluoresceiny Cr odczytaj z butelek z badanymi roztworami.

Tabela 2. Wyniki pomiaréw absorbancji oraz obliczen wspotczynnikdéw ekstynkcji.

A)m, A(M)re A)r

A, nm Absorbancja | Absorbancja | Absorbancja ERF €FI ki= erfere | ko =err/er
mieszaniny ryboflawiny fluoresceiny

7\.12

A=

5. Na podstawie obliczonych warto$ci ekstynkcji uzupelnij Tabelg 2 warto$ciami statych
k1 i k2 obliczonymi wedlug wzoru (2).
Uwaga: ki obliczmy na podstawie danych dla pierwszej dtugosci fali (1), a k2 na
podstawie danych dla drugiej dtugosci fali (1,).

()

Korzystajac ze wzoréw (3) 1 (4) oblicz stezenia obydwu roztworéw w badanej
mieszaninie. Indeksy 112 w ponizszych wzorach odnoszg si¢ odpowiednio do wielkosci
z pierwszego i drugiego wiersza (odpowiednio dla A1 A2) w Tabeli 2.

k1= eplerr k2 =err/er

6.
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7. Zapisz obliczone stezenia ryboflawiny oraz fluoresceiny w mieszaninie.
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CRFx = CFix =
8. Oblicz blad wzgledny procentowy dla zmierzonych warto$ci stgzen
ACRFx = (CRF - CrRrx)/ CRF*100% =

ACFix = (CF1- Crix)/ Cr1*100% =

Absorbancja

400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
dtugosc fali [nm]

Rys.2. Wykres absorpcji badanych zwigzkow. Wartosci absorbancji zaznacz dla kazdego zwigzku réznym
symbolem lub kolorem jak na przyktadzie na Rys.1.

8. Zapisz wnioski wynikajace z przeprowadzonego do§wiadczenia.

Informacje wyjasniajgce

Analiza spektrofotometryczna ukladu dwuskladnikowego

Jezeli dwie substancje znajdujace sie w jednym roztworze posiadajg czesciowo pokrywajace si¢ widma absorpcji
to mozliwe jest obliczenie stezen tych substancji. Korzystajac ze zjawiska addytywnos$ci dla absorbancji mozemy
zapisac, ze absorbancja mieszaniny jest suma absorbancji obydwu sktadnikow przy danej dlugosci fali. W celu
obliczenia stgzen substancji trzeba rozwiaza¢ uktad dwoch rownan z dwiema niewiadomymi.

M A=A + A'g=ga ca+ g8t cB
Ao Al =AM + Arg = gar cca + eB* ‘CB

Po rozwiazaniu uktadu réwnan nieznane st¢zenia poszczeg6lnych sktadnikow wyrazaja si¢ wzorami (3) i (4).



