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Spektrofotometria UV-Vis

Instrukcja do éwiczer opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu dzkiego.

Spektrofotometria

Spektrofotometria w zakresie nadfioletu (UV) i promieniowania widzialnego (Vis) jest jedng z
najstarszych metod instrumentalnych w analizie chemicznej. Zjawisko pochlaniania energii
promieniowania elektromagnetycznego przez materi¢ (absorpcja) znalazlo szerokie
zastosowanie zard6wno w badaniach struktury czasteczek, jak tez w jakosciowej i iloSciowe;j
analizie chemicznej. Promieniowanie elektromagnetyczne mozna zdefiniowaé jako postac
energii wystepujaca w formie fal, czyli rozchodzacych sie z predkosciag 3 x 10° km/s
periodycznych zmian pola elektrycznego i magnetycznego. Falowy charakter promieniowania
elektromagnetycznego okreslaja liczbowo nastepujace wielkosci:

- dlugos¢ fali [nm, m],
- czestos¢ drgan [Hz; 1 Hz = 1 cykl/s]

Promieniowanie elektromagnetyczne poza charakterem falowym przejawia takze charakter
korpuskularny, a wigc wigzke promieniowania mozna okresli¢ tez jako zbior kwantow (porcji)
energii biegngcych w kierunku rozchodzenia si¢ promieniowania. Energia E pojedynczego
kwantu (fotonu) promieniowania okre$lona przez Planka, wiaze si¢ z podanymi uprzednio
wielkos$ciami charakteryzujacymi falg elektromagnetyczng réwnaniem:

E=hxv=hxc/A
gdzie:
h — stata Planka (6,62 x 1034 ] x s)
¢ — predkoéé $wiatta (3 x 10° km/s)

Z zalezno$ci powyzszej wynika, ze energia promieniowania elektromagnetycznego jest wprost
proporcjonalna do czgstosci drgan, a odwrotnie do dtugos$ci fali. Energia jaka niesie ze sobg
promieniowanie elektromagnetyczne z tego zakresu (UV-Vis) powoduje zmiany elektronowe
w czasteczkach, zwane przej$ciami elektronowymi, ktore to z kolei przejscia powoduja
zaabsorbowanie  okre$lonej ilosci energii. Istnieja pewne reguly okreslajace
prawdopodobienstwo przejscia elektronu z jednego do innego stanu elektronowego. Nosza one
nazwe regut wyboru:



1. Aby nastagpita absorpcja promieniowania muszg istnie¢ takie dwa stany kwantowe czasteczki
Wi 1 Wh, ktorych réznica energii odpowiada energii h promieniowania padajacego;

En-Em=hXvy,m=AE

2. Absorpcja promieniowania musi by¢ zwigzana ze zmiang momentu dipolowego czasteczki
- M

Rozrézniamy nastgpujace rodzaje przejs¢ elektronowych w zwiazkach organicznych:

orbital orbital
0 wigzacy 0 * antywiazacy
T Wigzacy ¥ antywiazacy
n wigzacy O * antywiazacy
n wigzacy T * antywigzacy

Wzbudzenie elektronowe ma miejsce wowczas, gdy w wyniku absorpcji promieniowania
zachodzi przeniesienie elektronu z orbitalu o nizszej energii na wolny orbital o energii wyzszej.
W kompleksach metali przejsciowych mamy do czynienia z przej$ciami, w ktorych uczestnicza
elektrony d.

Chromofory

Specyficzne uktady czasteczek i wigzan majacych zdolnos¢ pochtaniania promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu UV-Vis nosza nazw¢ chromoforéw. Ponizej przedstawiono
typowe chromofory i odpowiadajace im przejscia elektronowe.

chromofor Zwigzek rodzaj przejscia Amax [nm] € max [/mol x cm]
~ -~ *
= 3
/C C\ etylen T 180 13000
\C=O aceton To>T 185 950
~
@ benzen n—om 277 20
7 200 8000
—N=N— azometan nomw 347 1
255 220

W zwigzku z absorpcyjnymi wiasciwosciami niektorych zwigzkow sformutowano szereg
zaleznosci pomiedzy iloSciga zaabsorbowanej energii a pewnymi cechami fizycznymi
substancji. Sg to:



Prawo Lamberta

Wiazka promieniowania monochromatycznego po przejsciu przez jednorodny osrodek
absorbujacy o grubosci b ulega ostabieniu, co mozna ujaé rbwnaniem:

[=]e™*
gdzie:
I, — natezenie §wiatta padajacego
I — nat¢zenie §wiatla po przejsciu przez osrodek
b — grubo$¢ warstwy absorbujacej

k — wspotczynnik absorpcji

Po zlogarytmowaniu:

Inl/I=kxb=A

czyli:

A=loglo/Ixaxb
gdzie:
a=0,4343k

A — absorbancja

Absorbancja jest proporcjonalna do grubo$ci warstwy absorbujacej, jesli wiazka
promieniowania monochromatycznego przechodzi przez jednorodny osrodek absorbujacy.

Inng wielkoscig okreslajacg absorpcje promieniowania jest transmitancja:

T:I/Io

A=logl/T
Prawo Lamberta-Beera
Prawo to dotyczy absorpcji promieniowania przez roztwory.

Jezeli wspolczynnik absorpcji rozpuszczalnika jest rowny zeru, to absorbancja wiqzki
promieniowania monochromatycznego przechodzqgcej przez jednorodny roztwor jest wprost
proporcjonalna do stezenia roztworu ,,c” i do grubosci warstwy absorbujgcej ,,b”.

A=logl/lo=axbxc



Prawo addytywnosci absorpcji

Absorbancja roztworu wieloskltadnikowego rowna si¢ sumie absorbancji poszczegolnych
sktadnikow.

A=Al1+A2+A3+.+An

Al, A2, A3, An — absorbancja poszczegolnych sktadnikow

Jezeli stgzenie wyrazimy w mol/l to rbwnanie ma postac:

A=egxbxc

€ - molowy wspodtczynnik absorpcji

Budowa spektrofotometru

Urzadzenia, ktore stuza do pomiaru absorpcji nazywamy spektrofotometrami. Podstawowymi
elementami skltadowymi spektrofotometru UV-Vis s3:

1. zrédlo promieniowania

(lampy deuterowe 180 — 380 nm)

(lampy wolframowo-halogenowe pow. 380 nm)

(wysokocisnieniowe lampy ksenonowe — caly zakres)

2. monochromator

W chwili obecnej najczesciej wykorzystywanym elementem rozszczepiajacym sg siatki

dyfrakcyjne. Dawniej do tego celu wykorzystywano pryzmaty.

Siatka dyfrakcyjna

Promien padajacy

(wiazka polichromatyczna)

Promienie ugiete
(wiazka promieniowania rozszczepionego na skladowe)

3. Kuweta

Element pozwalajacy na umieszczenie komorki pomiarowej. Uzywa si¢ do tego celu kuwet
zbudowanych z kwarcu lub stopionej krzemionki.



4. Detektor

Zadaniem detektora jest pomiar nat¢zenia promieniowania. Stosowane sa detektory
fotoelektryczne, ktore przetwarzaja energi¢ promieniowania elektromagnetycznego na energi¢
elektryczng. Sa to:

— fotokomorki
— fotopowielacze
— fotodiody

W fotodiodach stosuje si¢ materiaty poiprzewodnikowe, w ktorych pod wptywem absorpcji
fotonow nastepuje wzbudzenie nos$nikéw tadunku (elektronéw) z pasma walencyjnego do
pasma przewodnictwa. Pod wplywem kwantu h powstaja no$niki tadunku i ptynie prad
proporcjonalny do liczby zaabsorbowanych fotondw.

5. Rejestratory

Funkcje rejestratoréw w nowoczesnych przyrzadach petnig komputery.

W praktyce coraz czgSciej =zamiast klasycznych spektrofotometréw uzywa si¢
spektrofotometrow z detekcja rownolegla, czyli tzw. spektrofotometrow z matryca diodowa
(DAD). Najistotniejsza réznicg pomiedzy klasycznym spektrofotometrem i spektrofotometrem
typu DAD (diode-array) jest to, ze w tym pierwszym monochromator znajduje si¢ przed probka
1 przez probke przepuszcza si¢ sukcesywnie kolejne wigzki $wiatla monochromatycznego,
natomiast w przypadku stosowania matrycy diodowej przez probke przepuszcza si¢
promieniowanie polichromatyczne a rozszczepienie wigzki nastgpuje po przejsciu przez
probke. I tak promieniowanie obejmujace cate spektrum z zakresu UV-Vis pada w tym samym
momencie na matryce fotodiodowa, co umozliwia detekcje wszystkich dtugosci fal
jednoczesnie. Kazda z fotodiod jest przeznaczona do pomiaru waskiego zakresu
promieniowania elektromagnetycznego (od 1 do kilku nm).

7%

Monochromator
Detektor

Kuweta

Szczelina wyjsciowa

h Element rozszczepiajacy

Szczelina wejsciowa

Zrodlo
promienmowania

Schemat spektrofotometru klasycznego



Polichromator

h Element rozszczepiajacy
® Szczelina wejsciowa

Kuweta

Matryca diodowa

Zrédlo
promieniowania

Schemat spektrofotometru z matryca diodowa

Odczynniki

e aceton

e acetaldehyd

e 2-propanol

e 0,1 mol/l kwas benzoesowy w metanolu
e metanol

e woda dejonizowana

Wymagane $rodki ostroznosci

[ W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.
[J Roztwordw nie nalezy wdychac 1 pipetowac ustami.

[ Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

Kwas solny - C Produkt zracy R34, Xi Produkt draznigcy R37

Kwas benzoesowy - R40

Izopropanol - F Produkt wysoce tatwopalny R11, Xi Produkt draznigcy R36

R67

Aceton - F Produkt wysoce tatwopalny R11; Xi Produkt draznigcy R36, R66, R67
Aldehyd octowy - F+ Produkt skrajnie tatwopalny R12, R40; Xi Produkt draznigcy R36/37
[J Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duzg iloscig wody z mydtem.

- w razie kontaktu z oczami: przepluka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej powiece.
- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w przypadku polknigcia NIE prowokowa¢ wymiotow. Nieprzytomnej osobie nigdy nie
podawac nic doustnie. Wyplukac¢ usta wodg. Zasiegna¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postepowania s3 zawarte w dolaczonych kartach charakterystyk
substancji.



Aparatura
- spektrofotometr HP 8453

- kuweta kwarcowa (1 cm)

- kolby miarowe o pojemnosci 10 ml (4 szt.)

- mikropipety nastawne (200 ul, 20 ul)

- tryskawka

Przygotowanie roztworow

a) 0,05 ml acetonu w 10 ml wody dejonizowane;j

b) 0,1 ml acetaldehydu w 10 ml wody dejonizowanej

¢) 0,05 ml 2-propanolu w 10 ml wody dejonizowanej

d) 0,025 ml kwasu benzoesowego w 10 ml wody dejonizowane;j

Wykonanie é¢wiczenia

1. Zarejestrowa¢ widma UV-Vis wody dejonizowanej, metanolu i przygotowanych roztwordw.

2. Omoéwi¢ roznice w zarejestrowanych widmach, uwzgledniajac strukture czasteczkowa
poszczegblnych zwigzkow. Wskazac liczbe maksimow absorbeji dla kazdego z badanych
Zwigzkow.

3. Wskaza¢, ktéry z badanych zwigzkow jest najlepszym rozpuszczalnikiem do analiz metoda
spektrofotometrii UV-Vis 1 wyjasni¢ dlaczego.

4. Uzupehi¢ nastepujace zdania:

a)

b)

©)
d)

e)
f)

g)
h)

)
)

2-propanol wykazuje / nie wykazuje zdolno$¢ do absorbcjo promieniowania, poniewaz w
swojej strukturze zawiera / nie zawiera wigzanie podwdjne.

Aceton, acetaldehyd i1 kwas benzoesowy wykazuja / nie wykazuja zdolnos$¢ do
absorbancji poniewaz swojej strukturze zawieraja / nie zawieraja wigzanie podwojne.

Aceton 1 acetaldehyd posiadajg grupg ...................... jako chromofor.

Aceton posiada w otoczeniu grupy ..................... dwie grupy ..................
Acetaldehyd posiada w otoczeniu grupy ............ ErUPE ..o |
Otoczenie Srupy ........ceeeeeeeeneennnnn w strukturze aceton i1 acetaldehydu wptywa na
TOZNICE W . eentieinte e cee et eeeeaneanneans na widmie.

Kwas benzoesowy w swojej strukturze posiada ............... cooovevvieiieenne 1 vviiiiininn,
................ , co wptywa na obecno$¢ dwoch ............... cevieiienieeen.

Metanol absorbuje promieniowani€ przy .......................... niskich / wysokich
warto$ciach dlugosci faliod ......... do........... nm.

Woda absorbuje / nie absorbuje promieniowania w zakresie od ....... do .....nm.

Woda / metanol jest najlepszym rozpuszczalnikiem do analiz metoda spektrofotometrii
UV-Vis.



