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1. SPEKTROFOTOMETRIA ABSORPCYJNA
CZASTECZKOWA UV, VIS

1.1. Podstawy teoretyczne

Wiele zwiazkéw ma widma absorpcyjne w zakresie widzialnym (VIS)
inadfiolecie (UV), dlatego tez zwiazki te mozna oznacza¢ metodami
spektrofotometrycznymi.

Spektrofotometria nazywa si¢ dziat analizy, gdzie prowadzi si¢ pomiary
absorbancji badanej probki w aparatach — spektrofotometrach. Spektro-
fotometrem mierzy si¢ stosunek natgzen dwdch wiazek promieniowania
w funkcji dtugosci fali. Jedna wiazka promieniowania przechodzi przez badana
probke (oznaczany sktadnik), a druga wiazka przechodzi przez roztwor
odniesienia, ktérym jest rozpuszczalnik (najczgs$ciej woda destylowana) lub
tzw. Slepa probke (roztwor zawierajacy te same odczynniki co prébka badana,
ale bez substancji oznaczanej)’. Metody spektrofotometryczne (UV, VIS)
polegaja wigc na pomiarze zaabsorbowanego promieniowania elektroma-
gnetycznego z zakresu ultrafioletu i widzialnego.

Promieniowanie elektromagnetyczne sktada si¢ z fotonéw (kwantéw
energii). Wiasciwoscia fotonéw jest energia

E=hv (1.1)
gdzie: E — energia fotonu wyrazona w dzulach: 1J = 10’erg = 0,2389 cal),
h - stata Plancka = 6,626:10* Js,
v — czgstotliwos¢ drgan promieniowania wyrazona w hercach (Hz).

Energia fotonu jest proporcjonalna do czgstotliwosci drgan. Jednak czgstotli-
wos¢ mierzy si¢ rzadko. Powszechnie stosuje si¢ pojecie dlugosci fali A, ktéra
okresla sig jako stosunek predkosci rozchodzenia si¢ §wiatta ¢ do czgstosci v

Cc
14

A= (1.2)

gdzie: ¢ — predkosé $wiatta (w prézni ¢ = 3:10° m/s).

* W niektérych spektrofotometrach do jednej wiazki promieniowania najpierw
wprowadza si¢ rozpuszczalnik lub $lepa prébke, a nastgpnie badana prébke.
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Wymiarem dlugosci fali A jest dlugo$¢, jako jednostke w UV i VIS stosuje
sig nm (1 nm = 10 m). Jezeli energia padajacego promieniowania E = hv
odpowiada réznicy energii pozioméw elektronowych czasteczki (danego
zwiazku), to ten kwant energii (E = hv) zostaje absorbowany przez elektrony
tej czasteczki. Wtedy elektrony czasteczki zostaja przeniesione ze stanu
podstawowego E, do stanu wzbudzonego E; (o wyzszej energii). A wigc
warunkiem absorpcji jest aby AE = E; — E; byta réwna E = hv. Rysunek 1.1
obrazuje przejscie elektronu ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego.

E;

Absorpcja
AE=E4—Ey=h-v

Eo

E;=Eq+h-v

Rys. 1.1. Przejscie elektronu ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego
— warunek absorpcji

Podczas absorpcji ulega zmianie energia elektronowa czasteczki i otrzymuje
si¢ jej widmo elektronowe.

Promieniowanie UV obejmuje diugosci fal od 10-380 nm (nadfiolet
prézniowy 10-200 nm; nadfiolet bliski 200-380 nm).

Promieniowanie widzialne (VIS) obejmuje dlugosci fal 380-780 nm.
Okreslona dtugo$¢ fali z tego zakresu ma okreslona barwe. I tak promieniowanie
z zakresu:

380-440 nm jest fioletowe;

440-480 nm jest niebieskie;

480-560 nm jest zielone;

560-600 nm jest zotte;

600-620 nm jest pomaranczowe;

620-780 nm jest czerwone.

Promieniowanie o wigkszej dlugosci fali niz 780 nm jest promieniowaniem
podczerwonym (IR), wyrazanym obecnie w mikrometrach um (dawniej cm™);
lum = 10° m. Obejmuje zakres 0,78-30000 pm: podczerwien bliska
0,78-300 um (12800-3333 cm); $rednia 300-3000 um (3333-333 cm™') daleka
3000-30 000 pum (333-33,3 cm™).

Ze wzoru 1.2 wynika, ze:

(1.3)

(e



a po podstawieniu do E = h v, otrzymuje si¢ zaleznos¢:
c
E=h — 1.4
7 (1.4)

z ktérej wynika, Ze energia promieniowania jest odwrotnie proporcjonalna do A
(dtugosci fali). Czyli promieniowanie UV ma wigksza energig, niz promieniowa-
nie IR (podczerwone).

Calkowita energia czasteczki sklada si¢ z sumy energii: elektronowej
(zwiazane] z ruchem elektronéw), oscylacyjnej (zwiazanej z ruchem
oscylacyjnym) i energii rotacyjnej (zwiazanej z ruchem rotacyjnym czasteczki).

E= Ee + Eosc + Erol (15)
gdzie: E - calkowita energia czasteczki;
E. - energia elektronowa;

E.. — energia oscylacyjna;
E.« — energiarotacyjna

E. >> Eqc > Eio (1.6)

Energia elektronowa w czasteczce jest duzo wigksza od energii oscylacyjnej,
a ta jest wigksza od energii rotacyjne;j.

Réznice energii migdzy poziomami elektronowymi w czasteczce wynosza
kilka elektronowoltéw (eV), miedzy poziomami oscylacyjnymi dziesigte i setne
czgsdci eV, pomigdzy poziomami rotacyjnymi tysigczne czesci eV. Mozna wigc
(w przyblizeniu) zapisac, ze:

Ee: Eoc: B =1000:10:1 1.7

Jezeli na czasteczk¢ pada promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu
dalekiej podczerwieni A = 3000-30 000 pm (o najdluzszej A, a zatem najmniej
energetyczne), to pochtonigcie kwantu tego promieniowania powoduje tylko
zmiany energii rotacji. Promieniowanie o wigkszej energii, z zakresu bliskiej
podczerwieni (A = 0,78-300 um), powoduje przejScia migdzy poziomami
oscylacyjnymi. Ta wyzsza energia powoduje zmiang¢ energii oscylacyjnej
czasteczki 1 takze zmiang energii rotacyjnej czasteczki — powstaje widmo
oscylacyjno-rotacyjne. Jezeli czasteczka zaabsorbuje promieniowanie z zakresu
UV Iub VIS (o krétszej dlugosci fali, a wigc o wigkszej energii), to ta energia
spowoduje w czasteczce zmiany energii elektronowej oraz oscylacyjnej
i rotacyjnej. Powstanie zatem widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne.
Widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne mozna obserwowaé aparatem
oduzej rozdzielczosci. Rysunek 1.2 przedstawia widmo elektronowo-
-oscylacyjno-rotacyjne jodu otrzymane w aparacie o roznej rozdzielczos$ci.

W analizie spektrofotometrycznej, do oznaczen ilosciowych, najczgsciej
stosuje si¢ spektrofotometri¢ z zakresu widzialnego (380-780 nm).
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Promieniowanie VIS absorbuja zwiazki barwne. Jezeli zwiazek jest bezbarwny,
to znaczy, ze nie absorbuje promieniowania VIS. Do analizy substancji
bezbarwnych stosuje si¢ spektrofotometri¢ z zakresu UV. Mozna tez za pomoca
reakcji chemicznej przeprowadzi¢ niektére substancje w zwigzek barwny
(najczgsciej przeprowadza si¢ w barwne zwiazki kompleksowe) i do ich
oznaczenia stosowac zakres VIS.

a) 40000 30000 20000 em’
T T T | 1 T

A

L s . L L e
250 375 500:5 nm
|
500 cm™! i
I l
b) 18600 18800 19000 om!
T T T T T T T : § T
A
l |
» |
| |
| |
| "
| |
| |
I 50 cm™'l
fe——l
| |
l—, L
1
C) 18700 18720 18740 cm™”!
T T T T

Rys. 1.2. Widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne jodu otrzymane
w aparatach w r6znej dyspers;ji:
a) mata rozdzielczo$¢ — widoczne widmo elektronowe; b) $rednia rozdzielczo$¢ —
widoczna struktura oscylacyjna; ¢) duza rozdzielczo$¢ — widoczna struktura rotacyjna



Barwa substancji jest wynikiem absorpcji lub emisji fotonéw $wiatta
widzialnego przez elementy jej budowy: atomy, jony lub czasteczki. Absorpcja
1 emisja fotondw jest zwiazana z przejSciami elektronéw z jednych pozioméw
energetycznych na inne. Jezeli energia kwantu promieniowania potrzebnego
do przejscia na wyzszy poziom energetyczny (absorpcja) lezy w zakresie
widzialnym, to obserwuje si¢ barwe zwiazku. Rowniez zwiazek jest barwny
jezeli czestotliwos¢ emitowanych fotonéw odpowiada zakresowi widzialnemu.
Obserwowane zabarwienie jest kolorem dopetniajacym w stosunku do barw
odpowiadajacych absorbowanym dtugo$ciom fal. Kolory rozréznialne przez oko
ludzkie mozna zlozy¢ z 3 podstawowych barw: czerwonej, niebieskiej i z6lte;j.
Barwami dopetniajacymi do nich sa: zielona, pomaranczowa, fioletowa.

Jezeli np. zwiazek absorbuje promieniowanie o barwie zielonej, o dtugosci
fali A = 500 nm, to obserwujemy zwiazek o barwie czerwone;.

A wigc barwa zwiazku zalezy od potozenia pasm absorpcji — od dlugosci fali,
a poza tym od natgzenia pasm absorpcji, ich ksztattu, symetrii pasma.

Prawie wszystkie jony pierwiastkow przejsciowych 4, 5, 6 okresu oraz
niektére lantanowce wykazuja wlasciwosci absorpcyjne w  zakresie
promieniowania widzialnego. Jony pierwiastkéw d — elektronowych z nie
zapetniona powloka d'’ wykazuja barwe akwokomplekséw. Na przyktad jon
Cu(Il) o konfiguracji 3s* 3p° 3d’ tworzy niebieski akwokompleks [Cu(H,0)4]**
i inne zwiazki z bezbarwnymi ligandami, za$ jon Cu(I) o konfiguracji 3s* 3p°
3d" (z zapetnionym podpoziomem d) tworzy zwiazki bezbarwne.

Jony pierwiastkéw grup gtéwnych 4 okresu: Ga(Ill), Ge(IV), As(V), Se(VI)
maja trwate powloki 18 — elektronowe i sa bezbarwne.

grupa azowa —N=N—

grupa nitrozowa —N=0

o)

. Z
grupa nitrowa —N 0
~NA
grupa ketonowa >C=0
grupa tiokarbonylowa > Cc=S

grupa etylenowa —CH=CH —

uktad p-chinoidowy =<:>=

Rys. 1.3. Najwazniejsze chromofory wykorzystywane w spektrofotometrii

W zwiazkach organicznych o barwie zwiazku decyduja grupy
chromoforowe. Sa to nienasycone ugrupowanie atoméw lub uktady sprz¢zonych
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wigzan podwdjnych w czasteczce zwiazku organicznego. Najwazniejsze
chromofory przedstawia rys. 1.3.

O barwie zwigzkéw zawierajacych grupy chromoforowe decyduje jakos¢
tych grup, ich ilos¢ w zwiazku i ich wzajemne potozenie. Przyczyna
powstawania barwy zwiazkéw zawierajacych grupy chromoforowe (wg teorii
elektronowej) jest tatwe wzbudzenie obecnego w tych grupach sprzgzonego
uktadu elektronéw .

Zmiang zabarwienia lub zwigkszenie intensywno$ci zabarwienia uzyskuje si¢
przez wprowadzenie do zwiazku grup auksochromowych:

—CH; < —-OH < -OCH3; < -NH; < —-NHCHj; < —N(CHs),

Grupy te same nie wywoluja barwy, ale na niag wplywaja i przesuwaja widmo
absorpcyjne w kierunku fal o wigkszej dtugosci.

Analizy oparte na pomiarze lub poréwnaniu natgzenia zabarwienia
roztworéw nazywa si¢ kolorymetria. Zatem kolorymetria dotyczy zakresu VIS.

Aby mozna bylo wykorzystaé barwg zwiazku do oznaczen
spektrofotometrycznych zwiazek ten musi wykazywaé: trwalo§¢ zabarwienia
w czasie, duze nat¢zenie zabarwienia (zwigzane jest z czulo$cig oznaczenia),
odtwarzalno$¢ zabarwienia, specyficzno$¢ lub selektywno$¢ oraz stosowalno$¢
do prawa absorpcji Beera w okre§lonym zakresie diugos$ci fali i stgzen.
W przypadku oznaczania kilku sktadnikéw w prébce musi takze by¢ zachowane
prawo addytywnoS$ci absorpcji oraz spetniony warunek wyboru diugosci fal,
przy ktérych mozna wykona¢ oznaczenie tych sktadnikow.

1.1.1. Prawa absorpcji

Jezeli na roztwdr pada promieniowanie elektromagnetyczne o okreslonej
dlugosci fali (§wiatlo monochromatyczne, gdzie AA—0), to czgs¢ promie-
niowania ulega absorpcji (pochtonigciu), czg$¢ przechodzi przez roztwor,
a cz¢$¢ ulega odbiciu i rozproszeniu. Zatem:

Ii=L+L+L (1.8)

gdzie: Ip— natezenie promieniowania padajacego;
I, — natgzenie promieniowania zaabsorbowanego;
I, — nat¢Zenie promieniowania odbitego i rozproszonego;
I;— natgzenie promieniowania, ktére przeszio przez roztwor.
Stosunek natgzenia promieniowania, ktére przeszto przez roztwor I
do natgzenia promieniowania padajacego Iy, nazywa si¢ transmitancja (T):

L (1.9)

T=-t
IO
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Transmitancja wskazuje, jaka czg$¢ promieniowania padajacego zostata
przepuszczona przez roztwor, co czgsto podaje si¢ w procentach

I
T(%) = EL 100% (1.10)

0

Logarytm stosunku natg¢zenia promieniowania padajacego I, do natgzenia
promieniowania, ktére przeszto przez roztwér (wychodzacego) nazywa sig
absorbancja (A) (jest to logarytm odwrotnosci transmitancji).

1
lg-2 =A  zatem: A=Ig 1 (1.11)
It T

Jezeli transmitancja jest wyrazona w procentach, to:

A=g%1m% (1.12)

Prawo Lamberta-Beera

Absorbancja zalezy od stgzenia substancji absorbujacej (co okreslit Beer
w 1852 roku) oraz od grubosci warstwy absorbujacej (przez ktéra przechodzi
promieniowanie). Zalezno$¢ tg okresla si¢ jako prawo Lamberta-Beera i wyraza
wzorem:

A:IgI—O =acl (1.13)
|
t
gdzie: A — absorbancja,
¢ — stgzenie roztworu,
1 — grubos¢ warstwy absorbujacej,
a — wspotczynnik absorpcji.

Jezeli stgzenie substancji absorbujacej wyraza si¢ jako liczbg moli
w jednostkach objetosci roztworu (mol/l) to
A=¢cl (1.14)
gdzie: € —nazywa si¢ molowym wspétczynnikiem absorpcji.

Jezeli stezenie substancji absorbujacej wyrazi si¢ w jednostkach masy
w jednostce objetosci roztworu (g/ml) to:

A=a,pl (1.15)
gdzie: a; — wspotczynnik absorpcji wlasciwe;;

12



p —stezenie masowe (stosunek masy sktadnika do objgtosci roztworu
zawierajacego ten sktadnik);
1 — grubos¢ warstwy absorbujacej.

Zaleznos¢ absorbancji A od stgzenia roztworu mozna przedstawi¢ graficznie
(rysunek 1.4).

Dla substancji spelniajacych prawo absorpcji Beera, jest to linia prosta
przechodzaca przez poczatek uktadu wspétrzednych (krzywa 1). Jezeli substan-
cja ta nie jest linig prosta, odchyla si¢ (czgsto dla roztworéw o wyzszych stgze-
niach), to méwi sig, o odstgpstwach od prawa Beera (dodatnich — krzywa 2, lub
ujemnych — krzywa 3). Odchylenia te moga by¢ spowodowane przyczynami
chemicznymi (w roztworze moga zachodzi¢ oddzialtywania migdzy czastecz-
kami np.: dysocjacja, asocjacja, hydroliza, stopniowe tworzenie si¢ kom-
plekséw) lub fizycznymi (najczg$ciej niemonochromatyczno$cia promie-
niowania).

A
/
27/
/1
© /
S, Y,
C /
© / 3
o) / P
— / -
o 7/ -
n )
o i
© 74
stezenie

Rys. 1.4. Zaleznos$¢ absorbancji od stezenia dla uktadéw spelniajacych (1)
i niespetniajacych (2, 3) prawo Beera

Prawo addytywnosci absorbancji

Jezeli w roztworze znajduje si¢ wigcej niz jedna substancja absorbujaca
promieniowanie, to absorbancja catkowita tego roztworu jest réwna sumie
absorbancji poszczeg6lnych sktadnikéw. Taka zalezno$¢ nazywa si¢ prawem
addytywnosci absorbancji. Mozna zapisac:

A=A1+A+....+ A, (1.16)

Jezeli:
A=¢g-¢c 1 Ary=g-¢c01 Ay=¢,-¢,01 (1.17)
13



to absorbancja catkowita roztworu wynosi:

A=(g;"ci+& Cr+.... +g,7¢y -1 (1.18)

1.1.2. Czulo$¢ oznaczen spektrofotometrycznych

Czuto$¢ metody oznaczania jest to najmniejsza réznica stgzen pierwiastka,
ktére mozna okresli¢ dang metoda.

Liczbowa miara czutosci metod spektrofotometrycznych jest molowy
wspolczynnik absorpcji €.

e= A (1.19)
cl

Jezeli warto$é molowego wspétczynnika absorpcji &> 10%, to metody
spektrofotometryczne uwaza si¢ za czule, jezeli e<10°, to metody
spektrofotometryczne uwaza sig¢ za mato czute.

Molowy wspoélczynnik absorpcji zalezy od dtugosci fali promieniowania
padajacego, dlatego wyznacza si¢ go przy dlugosci fali odpowiadajacej
maksimum absorpcji zwiazku. Podajac molowy wspétczynnik absorpcji,
jednoczes$nie podaje si¢ diugos$¢ fali, przy ktérej byt wyznaczany. Molowy
wspolczynnik absorpcji zalezy takze od rodzaju substancji absorbujacej
promieniowanie i w mniejszym stopniu od temperatury. Nie zalezy od st¢zenia.
Wykresem zalezno$ci molowego wspéiczynnika absorpcji € od stgzenia c, dla
roztworéw spetniajacych prawo Beera, jest linia prosta, réwnolegta do osi
odcigtych (rysunek 1.5).

€

e=f(c)

c
Rys. 1.5. Zalezno$¢ molowego wspdtczynnika absorpcji od stezenia

Jezeli prowadzi si¢ pomiary absorbancji A w zaleznosci od dlugosci fali A,
dla roztworéw o réznych stezeniach (np.: 0,00010 mol/l1; 0,00015 mol/1; 0,00020
mol/l), w kuwetach o tej samej grubosci (1 = 1 cm), to otrzyma si¢ krzywe
absorpcji, jakie przyktadowo przedstawiono na rysunku 1.6. Odczytane
z wykresu warto$ci absorbancji A, przy dtugosci fali, dla ktérej ta absorbancja
jest wielko$cia najwigksza (A = 525 nm) odpowiednio wynosza: 0,2; 0,3; 0,4.
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Rys. 1.6. Krzywe absorpcji manganianu(VII) potasu

Wyliczone wartosci € odpowiednio wynosza:
£=0,2/0,00010 - 1 =2000, & =2-10%
£=0,3/0,00015-1=2000, & =2-10%
£=0,4/0,00020 - 1 =2000, & =2-10%

Obliczono wigc, ze dla danego oznaczenia spektrofotometrycznego
g=2"10’ przy A = 525 nm.

Jezeli podaje si¢ stezenie masowe, to méwimy o wspdiczynniku absorpcji
wlasciwej:

A
a,=

= ; (1.20)

Wspdtczynnik  absorpcji  wlasciwej odpowiada absorbancji roztworu
o stezeniu 1 g/l i grubo$ci kuwety 1 cm.

Zalezno$¢ migdzy wspdiczynnikiem absorpcji wlasciwej a molowym
wspotczynnikiem absorpcji jest nastgpujaca:

a, = (1.21)

£
M
gdzie M — masa molowa.
Czuto$¢ oznaczen pierwiastkOw metodami spektrofotometrycznymi czgsto
poréwnuje si¢ za pomocg absorpcji wlasciwej
a= (1.22)
M -1000
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Absorbcja wlasciwa jest to absorbancja roztworu oznaczanego pierwiastka
o stgzeniu 1 pg/ul, mierzona w kuwecie o grubosci 1 cm.

1.1.3. Oznaczenia spektrofotometryczne

Przed przystapieniem do ilo$ciowych oznaczen spektrofotometrycznych

nalezy wybrac:

— metode o duzej czutosci i selektywno$ci oznaczenia,

— sposob oznaczenia — metodg np. krzywej wzorcowej, dodawanego wzorca,
— odpowiednie st¢zenie oznaczanej substancji,

— analityczng dtugos¢ fali.

Analityczng dtugo$cia fali, jest taka dtugo$¢, przy ktdérej prowadzone jest
oznaczenie, najczgscie] przy Amn. Wybiera si¢ ja na podstawie pomiar6w
absorbancji A danego roztworu przy réznych dtugosciach fali A. Z wykresu
zaleznoséci A od A odczytuje si¢ dlugos¢ fali, przy ktérej wystgpuje najwigksza
warto$¢ absorbancji A, co obrazuje rysunek 1.6. Pomiary wykonane przy takiej
dtugosci fali odznaczaja si¢ najwigksza doktadnoscia i czutoécia. Czasami, np.
gdy roztworem odniesienia jest ,,$lepa proba” wykazujaca duza absorbancjeg, to
oznaczenie ilo§ciowe prowadzi si¢ przy dlugosci fali, przy ktérej wpltyw Slepej
proby jest maty (mata wielko$¢ absorbanciji).

Stezenie oznaczanej substancji oraz roztwory wzorcowe nalezy tak dobraé
aby otrzyma¢ optymalny dla danego spektrofotometru zakres mierzonej
absorbancji. Najczgsciej wykorzystuje si¢ do pomiaréw, wykonywanych
w spektrofotometrze punktowym, zakres absorbancji 0,2-0,8.

Metode — sposdb oznaczenia dobiera sig, uwzgledniajac liczbe analiz,
stezenia réznych pierwiastkbw w badanej probce, spodziewane stezenie
oznaczanego pierwiastka w badanej prébce.

1.1.4. Budowa spektrofotometru UV, VIS

Spektrofotometr jest to przyrzad, w ktéorym wykonuje si¢ pomiary
transmitancji i absorbancji w funkcji dlugosci fali lub liczb falowych.
Spektrofotometry sa przystosowane do pomiaréw ciat stalych, cieklych
i gazowych. Stosuje si¢ spektrofotometry jednowiazkowe (w bieg tej samej
wigzki promieniowania monochromatycznego wstawia si¢ kolejno odno$nik
iroztwér badany) i dwuwiazkowe (dwie wigzki promieniowania jednocze$nie
padaja na roztwdér odnosnika i roztwor badany). Do najwazniejszych
czesci  spektrofotometréw naleza: zrédlo promieniowania, monochromator,
pomieszczenie na probki, detektor promieniowania, uktad pomiarowo-
rejestrujacy. Schemat blokowy spektrofotometru przedstawia rysunek 1.7.
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Zrédto Regulacja Monochro- Roztwér

promieniowania natezenia wiazki_) matyzacja —> badany —>| Deteklor |5 Wska2nik

lampa: ) kuweta: fotokomérka,  galwanometr,
VIS wolframowa,  regulowana szczelina,  pryzmat, VIS szklana, fotopowielacz ~ pi6ro samopisu
UV wodorowa, przestona irysowa siatka dyfrakcyjna gy, VIS kwarcowa elektronowy,

UV rteciowa szczelina fotodiody

Rys. 1.7. Schemat blokowy spektrofotometru

Zrodto promieniowania

W zaleznosci od stosowanego zakresu promieniowania (UV, VIS) stosuje sig
rézne lampy. Zazwyczaj, do pomiaréw z zakresie UV stosuje si¢ lampg
wodorowa czy deuterowa (zakres promieniowania 180-400,500 nm) Iub
ksenonowa (zakres promieniowania 190-750 nm). Do pomiaréw w zakresie VIS
stosuje si¢ lampe¢ zarowa wolframowa (zakres promieniowania 350-3500 nm)
lub halogenowa.

Monochromator

Zadaniem monochromatora jest rozszczepienie wiazki promieniowania
emitowanego przez zrédlo promieniowania i wyodrgbnienie z otrzymanego
widma, promieniowania o okre$lonej — zadanej diugosci fali A ($wiatto
monochromatyczne AL — 0).

Monochromator sktada si¢ ze: szczeliny wejsciowej, kolimatora
zamieniajacego wchodzaca wiazke promieniowania na wiazke réwnolegla,
wlasciwego elementu rozszczepiajacego, ktorym jest pryzmat lub siatka
dyfrakcyjna, elementu ogniskujacego rozszczepione promieniowanie,
szczeliny wyjsciowej. Jako§¢ monochromatora charakteryzuja parametry:
dyspersja, zdolno$¢ rozdzielcza, szeroko$¢ spektralna.

pryzmat

szczelina

Rys. 1.8. Rozszczepienie $wiatta biatego przez pryzmat
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Na rysunku 1.8 przedstawiono schemat rozszczepienia promieniowania VIS
na przyktadzie pryzmatu typu Cornu.

Siatka dyfrakcyjna jest to wypolerowana plytka szklana lub metalowa z duza
ilo$cia rys potozonych obok siebie. Zasada dziatania siatek dyfrakcyjnych opiera
si¢ na wykorzystaniu zjawiska interferencji promieni ugig¢tych przy
przechodzeniu przez waskie szczeliny lub rysy o szeroko$ci mniejszej
niz dlugos¢ fali padajacego promieniowania. W zakresie UV stosuje sig
siatki o liczbie 1800-2400 rys/mm, a w zakresie VIS siatki o liczbie
rys 600-1200 rys/mm.

Kuwety

Wigkszo§¢ pomiaréw spektrofotometrycznych przeprowadza si¢ dla
roztworéw i prébek ciektych, ktére w celu zmierzenia absorbancji umieszcza si¢
w kuwetach.

W zakresie widzialnym stosuje si¢ kuwety wykonane ze szkla kronowego
1 takze te, ktdre stosuje si¢ w zakresie UV, tj. wykonane ze szkta kwarcowego
(naturalnego lub syntetycznego).

Detektory fotoelektryczne

Zadaniem detektora jest zamiana energii Swietlnej na energi¢ elektryczna.
Do detektoréw fotoelektrycznych zalicza si¢ fotokomoérki, fotopowielacze,
fotoogniwa, fotodiody. W nowszych aparatach dla zakresu UV, VIS stosowane
sa fotopowielacze i fotodiody (na ogét krzemowe, czute w zakresie
400-1100 nm lub 200-1000 nm). Urzadzeniem pomiarowym jest skala
galwanometru lub rejestrator.

Najnowocze$niejsze spektrofotometry, czwartej generacji, sa aparatami
w petni skomputeryzowanymi, z zastosowaniem nowoczesnych elementéw
rozszczepienia i detekcji promieniowania, co umozliwia szybszy pomiar,
o wigkszej czutosci.
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1.2. Cwiczenia laboratoryjne

1.2.1. Spektrofotometryczne oznaczanie manganu(VII) w postaci
KMnO4 metoda krzywej wzorcowej

Zasada oznaczenia

W spektrofotometrycznej metodzie oznaczenia manganu wykorzystuje si¢
barwe jonu MnO4. W obszarze widzialnym maksimum pochtaniania tego
zwiazku wystepuje przy dhugosci fali A = 526 nm, £ = 2,4 - 10’ I mol 'em™.

Krzywe absorpcji roztworu KMnO, przedstawiona jest na rysunku 1.6.

Roztwor wzorcowy: roztwér wzorcowy manganu o stezeniu 1 mgml™" —
zawiera 2,8766 g KMnO, w 1 litrze wody destylowanej (1mg Mn/ml).

Sprzet i aparatura

Sprzet laboratoryjny dla grupy studenckiej 2-3 osobowe;j:
Kolba miarowa o pojemnos$ci 200 ml lub 250 ml — 2 szt.
Kolba miarowa o pojemnos$ci 100 ml — 6 szt.

Pipeta o pojemnosci 25 ml z podziatka — 1 szt.
Pipeta o pojemnosci 20 ml z podziatka — 1 szt.
Pipeta o pojemnos$ci 10 ml z podziatka — 1 szt.
Spektrofotometr Spekol, spektrofotometr SPECORD M40.

Wyznaczanie analitycznej dtugosci fali

a — przygotowaé roztwér o stezeniu manganu 0,1 mgml" przez 10-krotne,
doktadne rozcienczenie roztworu wzorcowego KMnO, (do kolby miarowe;j
o pojemnosci 200 ml odmierzy¢ pipeta 20 ml roztworu wzorcowego,
uzupelni¢ woda destylowana do kreski i wymieszac),

b — pobra¢ 7,5 ml 10-krotnie rozcienczonego roztworu KMnO, (roztwor
0,1 mg'ml™") do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetni¢ woda
destylowana do kreski, wymieszac,

¢ — napetni¢ jedna kuwete woda destylowana (odno$nik), a druga przygo-
towanym roztworem manganianu(VII) potasowego,

d — wykre§li¢ widmo absorpcyjne manganianu(VII) w zakresie dlugosci fal
470-580 nm na spektrofotometrze rejestrujacym,

e — wyznaczy¢ analityczng dtugos¢ fali.
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Przygotowanie roztworow do krzywej wzorcowej (krzywej kalibracyjnej)

Do kolbek miarowych o pojemnosci 100 ml odmierzy¢ kolejno: 5; 7,5; 10;
12; 15 i 20 ml roztworu KMnO, o stezeniu manganu 0,1 mg'ml"'. Kolbki
uzupetni¢ woda destylowana do kreski, roztwér wymieszac.

Wykonanie pomiaréw do krzywej wzorcowej (krzywej kalibracyjnej)

Przy wyznaczonej uprzednio analitycznej dlugosci fali zmierzy¢ absorbancje
przygotowanych roztworéw, stosujac wodg jako roztwdr odniesienia. Wykresli¢
na papierze milimetrowym wykres krzywej kalibracyjnej w uktadzie
wspolrzednych: 0§ rzednych — absorbancja A; o§ odcigtych — st¢zenie manganu
p, mg ml™" (skale tak nalezy dobraé aby wykres prostej byt pod katem zblizonym
do 45°).

Wykonanie oznaczenia

Otrzymane zadanie (badana prébke) w kolbie miarowej na 200 ml
(lub 250 ml) rozcienczy¢ woda destylowana do kreski. Zmierzy¢ absorbancj¢
badanego roztworu, wzgledem wody jako odno$nika, przy wyznaczonej
analitycznej dlugosci fali.

Obliczenie zawartosci manganu
Z krzywej wzorcowej odczyta¢ stgzenie manganu w badanym roztworze.
Obliczy¢ zawarto$¢ manganu (mg) w otrzymanym zadaniu:
my,=p-V

gdzie: p —zawarto$§¢ manganu odczytana z krzywej wzorcowej,
V —objegtos¢ kolby, z ktérej wykonywano pomiar absorbancji (réwna
objetosci kolby, w ktdrej otrzymano zadanie).

1.2.2. Spektrofotometryczne oznaczanie bizmutu(IIl) metoda
dodawanego wzorca

Zasada oznaczenia

W metodzie wykorzystuje si¢ powstawanie, w S$rodowisku kwasnym,
z6tto-pomaranczowego kompleksowego kationu, ktéry tworzy bizmut
— roztwér Bi(NOj;); z tiomocznikiem. Maksimum pochtaniania kompleksu
[Bi(NH,-CS-NH,);]** wystepuje przy dtugosci fali A = 470 nm, & ~ 9,0-10°
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1mol'1 cm™. Krzywa absorpcji barwnego kationu bizmutu z tiomocznikiem
przedstawiona jest na rysunku 1.9.
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Rys. 1.9. Krzywa absorpcji kationu [Bi (NHz—CS—NH2)3]3+

Podstawowy roztwor bizmutu:

Podstawowy roztwér Bi(NOs);, zawierajacy Img Bi w 1ml, przygotowano
przez rozpuszczenie 1,1290 g Bi,O; w 40 ml HNO; (2:1) i uzupetnieniu woda
destylowang do kreski w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1.

Sprzet i aparatura

Sprzet laboratoryjny dla grupy studenckiej 2-3 osobowe;j:

Kolba miarowa o pojemnos$ci 250 ml — 1 szt.

Kolba miarowa o pojemnosci 100 ml — 1 szt.

Kolba miarowa o pojemnosci 50 ml — 3 szt.

Kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml — 3 szt.

Pipeta o pojemnos$ci 25 ml — 2 szt.

Pipeta o pojemnosci 10 ml z podziatka — 2 szt.

Cylinder miarowy o pojemnosci 10 ml — 2 szt.
Spektrofotometr Spekol, spektrofotometr SPECORD M40.

Oznaczenie steZenia bizmutu — miareczkowanie roztworu podstawowego

Do 3 kolb stozkowych odmierzy¢ pipeta po 25 ml podstawowego roztworu
Bi(NO;);, doda¢ 4-5 kropli wskaznika — 0,1% roztworu fioletu pirokate-
chinowego oraz okoto 75 ml wody destylowanej. Prébki nalezy miareczkowaé
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0,01 M roztworem EDTA do zmiany barwy wskaznika z niebieskiej na z6tta
(jezeli barwa roztworu jest fioletowa, to nalezy doda¢ amoniaku o stgzeniu
2 mol/l, do zmiany barwy na niebieska).

Na podstawie wykonanych oznaczen nalezy obliczy¢ stezenie bizmutu
w roztworze podstawowym. Masa molowa bizmutu 208,98 g - mol™.

Przygotowanie roztworu wzorcowego bizmutu

Roztwér wzorcowy bizmutu przygotowuje si¢ przez 10-krotne dokladne
rozcienczenie roztworu podstawowego bizmutu (10 ml roztworu podstawowego
pobiera si¢ pipeta i przenosi do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
a nastepnie uzupetnia woda destylowana do kreski).

Wykonanie oznaczenia bizmutu metodq dodawanego wzorca

Otrzymane zadanie (badana probke) w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml
uzupetni¢ woda destylowang do kreski i doktadnie wymiesza¢. W kolbach
o pojemnosci 50 ml przygotowac trzy roztwory o zawartosci:
roztwor 1: 25 ml otrzymanego zadania, 5 ml HNO; (2M) i 10 ml roztworu
tiomocznika,

roztwor 2: 25 ml otrzymanego zadania, 5 ml wzorcowego roztworu soli
bizmutu, 5 ml HNO; (2M) i 10 ml roztworu tiomocznika,

roztwor 3: 25 ml otrzymanego zadania, 8 ml wzorcowego roztworu soli
bizmutu, 5 ml HNO; (2M) i 10 ml roztworu tiomocznika.

Po uzupehieniu woda destylowana do objgtosci 50 ml (do kreski),
wymieszaniu roztworéw, po uptywie 5 minut nalezy zmierzy¢ absorbancjg
badanych roztworéw w spektrofotometrze ,,Specol” przy dtugosci fali 470 nm
w kuwetach 1 cm, wobec wody destylowanej jako odnos$nika.

Opracowanie wynikow

Stezenie bizmutu w analizowanym roztworze wyznaczy¢ metoda graficzna
A = f(cg;) oraz metoda obliczeniowa.

Stezenie dodanego roztworu wzorcowego w przygotowanych roztworach
21 3 oblicza si¢ z zaleznoSci:

Vdod.w

Cw =Coblw v

X+w

gdzie: cow — St€zenie roztworu wzorcowego (obliczone na podstawie
miareczkowania roztworu podstawowego 1 rozcienczone
10-krotnie),
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Viodw — Objetos¢ dodanego roztworu wzorcowego (5 ml i 8 ml),

Virw — Objetosé roztworu, w ktérym mierzy sig absorbancje (50 ml),

¢y  — stezenie dodatku w roztworze, w ktérym mierzy si¢ absorbancje
(w roztworze 2 1 3).

stad stgzenie dodatku c, W przygotowanym roztworze 2 Wwynosi:
Cw = Coblw J MI/50 ml, w roztworze 3 wynosi: ¢y, = Coply * 8 ml/50 ml

Nastegpnie korzysta si¢ z zalezno$ci, ze stosunek absorbancji roztworu
badanego (A,) i roztworu badanego z dodatkiem znanej iloSci wzorca (Axiy)
jest rowny stosunkowi stgzen substancji w obu roztworach

A c A
2 _ = X stad oblicza si¢: ¢, =c, 2
Ayt w Cx +Cy AX+W—AX
gdzie:Ay — absorbancja roztworu badanego,

As+w — absorbancja roztworu badanego z dodatkiem znanej iloSci wzorca cy,
Cx nieznane st¢zenie substancji oznaczanej,
Cw stezenie dodatku w roztworze, w ktérym mierzy si¢ absorbancjg.

Poda¢ zawarto$¢ bizmutu (mg) w prébce otrzymanej do analizy.

Metoda graficzna mozna wyznaczy¢ stgzenie bizmutu w badanej prébce
wykreslajac w ukladzie wspéhrzednych: 0§ rzednych absorbancja (A), o$
odcigtych stgzenie roztworu wzorcowego (mg/ml). Na osi rzgdnych zaznacza si¢
absorbancje A, (absorbancj¢ roztworu 1 — bez dodanego wzorca, stgzenie
roztworu wzorcowego (), nastgpnie zaznacza si¢ absorbancjg¢ roztworu 2
w zalezno$ci od st¢zenia roztworu wzorcowego (obliczone ¢y, = Copr.y 5 mI/S0 ml),
po czym zaznacza si¢ absorbancj¢ roztworu 3 w zalezno$ci od st¢zenia roztworu
wzorcowego w tym roztworze 3 (obliczone ¢y, = Cypr.yy 8 mI/S0 ml). Otrzymane
punkty taczy si¢ i przedluzajac prosta do przecigcia si¢ z osig stgzenia odczytuje
si¢ stgzenie oznaczanego pierwiastka, a nastgpnie oblicza ilo$¢ bizmutu
w badanej prébce (mg):

250 mL

mg; = ¢ 50 ml
25mL

Literatura

[1] Cyganski A.: Metody spektroskopowe w chemii analitycznej, WNT Warszawa
20009.

[2] Ewing G.W.: Metody instrumentalne w analizie chemicznej, PWN Warszawa
1980.

23



[3] Marczenko Z., Balcerzak M.: Spektrofotometryczne metody w analizie
nieorganicznej, PWN Warszawa 1998.

[4] Minczewski J., Marczenko Z.: Chemia analityczna, tom 3, PWN Warszawa
1985.

[5] Nowicka-Jankowska T., Wieteska E., Gorczynska K.: Spektrofotometria
UV/VIS w analizie chemicznej, PWN Warszawa 1988.

[6] Szczepaniak W.: Metody instrumentalne w analizie chemicznej, PWN Warszawa
2007.

24





