SPEKTROFOTOMETRIA ABSORPCYJNA UV-VIS

ZAGADNIENIA DO PRZYGOTOWANIA

Natura promieniowania elektromagnetycznego: charakter falowy i korpuskularny;,
oddzialywanie materii z promieniowaniem elektromagnetycznym ($wiatlem widzialnym);
pasma spektralne (widma absorpcji); zasada Francka-Condona; diagram Jablonskiego;
chromofory; prawa absorpcji; absorbancja; transmitancja; krzywa wzorcowa; wykorzystanie
metod spektrofotometrycznych,

APARATURA ISPRZET LABORATORYJNY

e Spektrofotometr Cary50 Bio (Varian), kuwety z tworzywa sztucznego, worteks;

e pipeta automatyczna (1 ml), statyw na probowki, korki, pisaki do szkta, falkon (15 ml),
koncowkido pipet niebieskie

e szklo laboratoryjne (zlewki, probowki);

ODCZYNNIKI

btekit bromofenolowy (BPB), 1M HCI, woda destylowana,

WYKONANIE CWICZENIA

1. Wyznaczenie maksimum absorpcji (Amax) blekitu bromofenolo we go.

1.1 Przygotowaé roztwor wyjsciowy bigkitu bromofenolowego (BPB) poprzez 3-krotne
rozcienczenie roztworu standardowego. Obserwujac kolor otrzymanego roztworu okresli¢
Zakres promieniowania pochlanianego 1 przepuszczanego przez probke. Oszacowaé, w jakim
zakresie promieniowania nalezy spodziewac si¢ maksymalnej absorpcji $wiatla.

1.2 Wilaczy¢ spektrofotometr, uruchomi¢ program ,SimpleReads”, ustawi¢ parametry
pomiarowe (A — absorbancja, dtugos¢ fali 360 nm), kuwete napeliong woda destylowang
umiesci¢ w komorze pomiarowej, wyzerowaé instrument.

1.3. Napehi¢ kuwete wyjSciowym roztworem BPB, odczyta¢ A probki przy zadanej dlugosci
fali.

1.4. Zmieni¢ ustawienia dhugosci fali (380 nm), kuwete z woda destylowang umiescic w
komorze pomiarowej, wyzerowac instrument. Przeprowadzi¢ pomiar probki przy kolejnej
dhugoséci fali. Postepowa¢ w analogiczny sposob przeprowadzajgc pomiary w zakresie 400-
660 nm co 20 nm. Okresli¢ potozenie Amay.
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1.5. Uruchomi¢ program ,Scan”. Ustawi¢ parametry pomiarowe, wyzerowac instrument,
przeprowadzi¢ pomiar tla. Potwierdzi¢ stuszno§¢ wcze$niejszych obserwacji dokonujac
pomiaru widma absorpcji w zakresie 360-660 nm. Wyznaczy¢ doktadne polozenie Amax.

2. Wplyw stezenia na absorpcj¢ blekitu bromofenolowego.

2.1. Przygotowac 6 probdwek, ponumerowac je.

2.2. W proboéwkach 2-6 umiescic po 2 ml wody destylowane;.

2.3. Do probéwki nr 1 przenies¢ 4 ml wyjsciowego roztworu BPB.

2.4. Przenie$¢ 2 ml roztworu z probowki nr 1 do probowki nr 2, wymiesza¢ na worteksie.

2.5. Przenie$¢ 2 ml roztworu z probéwki nr 2 do probowki nr 3, wymieszac jw.

2.6. Przenie$¢ 2 ml roztworu z probéwki nr 3 do probowki nr 4, wymieszac jw.

2.7. Przenie$¢ 2 ml roztworu z probéwki nr 4 do probowki nr 5, wymieszac jw.

2.8. Przenie$¢ 2 ml roztworu z proboéwki nr 5 do probé6wki nr 6, wymieszac jw.

2.9. W programie ,SimpleReads” ustawi¢ parametry pomiarowe (A — absorbancja; Amax)-
kuwete napelniong woda destylowana umie$ci¢ w komorze pomiarowej, wyzerowaé
instrument.

2.10. Zarejestrowac warto$¢ A dla probki nr 6, a nastepnie probek 5-1.

2.11. Zarejestrowa¢ warto$¢ A probki X o nieznanym st¢zeniu.

3. Wplyw Srodowiska na widmo absorpcyjne BPB

3.1. Do 2 probéwek przenies¢ po 2 ml wyjsciowego roztworu BPB;

3.2. Do jednej z nich doda¢ 2 krople 1 M HCI, delikatnie zamiesza¢, obserwowac¢ zmiang
zabarwienia.

3.3. Uruchomi¢ program ,Scan”. Zarejestrowaé¢ widma absorpcyjne obu roztworéw w
zakresie 360-660 nm. Wyznaczy¢ Amax.

OPRACOWANIE WYNIKOW

1. W tabeli 1 umiesci¢ zarejestrowane wartosci A dla danych dlugosci fal. Na podstawie
otrzymanych wynikéw wykresli¢ widmo absorpcyjne BPB. Porowna¢ je z widmem absorpcji
zmierzonym zgodnie z wytycznymi z punktu 1.5. Omoéwi¢ roznice.

2. W tabeli 2 umiesci¢ dane wedtug schematu przedstawionego ponize;.

Stezenic BPB

[mol/T Abs

Numer probki Rozcienczenie

OO |WIN| -

3. Na podstawie danych umieszczonych w tabeli 2 skonstruowac krzywa wzorcowa (wykres
zalezno$ci absorbancji przy danej ditugosci fali od stgzenia BPB), wyznaczy¢ réwnanie
prostej, a nastepnie wyznaczy¢ molowy wspolczynnik absorpcji (¢) BPB.
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4. Korzystajac zprawa Lamberta-Beera (dla | =1 cm, £ wyznaczonego w punkcie 3) obliczy¢
stezenie BPB w probce X.

5. Korzystajgc z prawa Lamberta-Beera (dla 1 = 1 cm) obliczy¢ molowy wspdtczynnik
absorpcji (g) stosujac dane otrzymane dla probki numer 1 (¢wiczenie 2). Porownaé otrzymany
wynik z wynikiem z punktu 3.

6. Opisa¢ zarejestrowane widma absorpcji, omowi¢ wptyw srodowiska.

7. Stormulowac¢ wnioski.
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