Cwiczenie 3
Temat ¢wiczenia: Pomiar absorbancji w celu wyznaczenia stezenia roztworu
1. Wstep

Absorbancja, nazywana réwniez ggstoscia optyczna lub ekstynkcja, jest
wspotczynnikiem absorpcji (pochtaniania) $wiatta, stosowanym w spektrofotometrii do
oznaczania st¢zenia substancji w roztworze. Absorbancja jest funkcja liczby czasteczek
absorbujacych promieniowanie, znajdujacych si¢ na drodze promienia §wietlnego, jest wigc
wprost proporcjonalna do st¢zenia roztworu.

Prawem opisujacym absorbancjg jest prawo Lamberta-Beera, ktére wiaze pochtanianie
promieniowania z iloscia (stgzeniem) czastek absorbujacych w danej substancji. Wedtug
niego, rownolegta wiazka promieniowania monochromatycznego ulega ostabieniu przy
przejsciu przez roztwor substancji absorbujacej o wspdéiczynniku absorpcji € 1 stgzeniu c,
zgodnie ze wzorem:

=1, e (1)
gdzie I, jest nat¢zeniem promieniowania padajacego na o$rodek absorbujacy, I oznacza
natgzenie promieniowania po przejsciu przez ten osrodek, € jest wspéiczynnikiem absorpcji
wyrazonym w m>mol™, ¢ oznacza stezenie osrodka (roztworu) absorbujacego wyrazone
w molm™, natomiast d jest dlugoscia drogi optyczne;j.

Prawo Lamberta-Beera opisujace absorbancj¢ zapisuje si¢ w postaci:
A=¢g-c-d )

Prawo to nie ma uniwersalnego charakteru (odstgpstwa od niego spowodowane sa
wystgpowaniem oddziatywan migdzyczasteczkowych w roztworach). Jezeli roztwér badane;j
substancji spetnia prawo Lamberta-Beera, to zalezno$¢ A(c) jest liniowa dla okreslonej,
ustalonej dtugosci A fali promieniowania elektromagnetycznego.

W praktyce eksperymentalnej badanie widm absorpcyjnych sprowadza si¢ zazwyczaj
do wyznaczenia nat¢zenia 1 dlugos$ci fali promieniowania oddziatujacego z osrodkiem. Ilos¢
zaabsorbowanego promieniowania okreslamy podajac jedna z nastgpujacych wielkosci:

® transmisja, transmitancja 7 = I/l (moze by¢ wyrazona w procentach),
e absorpcja (I — I)/Iy (moze by¢ wyrazona w procentach),

® absorbancja (ekstynkcja, gestos¢ optyczna) A =log (Ig/I).



Celem C¢wiczenia jest zbadanie zaleznosci Aj(c) poprzez pomiar absorbancji

roztworéw o réznym st¢zeniu.

2. Przygotowanie do ¢wiczenia

W ramach przygotowania do ¢wiczenia nalezy zapoznac sig z:
e zasada dziatania spektrografu,
® instrukcja obstugi oprogramowania spektrografu — Spectra Suite.
® Prawem Lamberta-Beera

e definicja absorbancji, mola i stgzenia molowego.
3. Przebieg ¢wiczenia

Do wykonania ¢wiczenia przygotowanych jest 5 kuwet z prébkami roztworu:
¢ woda destylowana (prébka referencyjna)

e roztwér CuSQOy o stezeniu 0.001 mola/dm?

e roztwér CuSOy o stezeniu 0.002 mola/dm?

e roztwér CuSQOy o stezeniu 0.005 mola/dm?

e roztwér CuSOy o stezeniu X mola/dm’

Uktad pomiarowy sklada si¢ ze zrédla swiatla (zar6wka) umiejscowionego
w obudowie zawierajacej uchwyt (kasete) kuwet pomiarowych, spektrografu firmy Ocean
Optics USB650, s$wiattowodu, komputera PC z zainstalowanym oprogramowaniem
Spectra Suite.

Jeden koniec swiattowodu nalezy podtaczy¢ do ztaczki na spektrografie, a drugi do
ztaczki zamocowanej przy wielofunkcyjnym zrédle $swiatla. Spektrograf nalezy poditaczyé
do komputera PC za pomoca przewodu USB. Nastgpnie uruchomi¢ program Spectra Suite
i sprawdzi¢, czy w oknie programu widac sygnat ze spektrografu. Umiesci¢ w przeznaczonym
do tego miejscu w uniwersalnym zrodle Swiatta kuwet¢ z woda destylowana (kuweta
referencyjna). Wiaczy¢ zarowke wciskajac odpowiedni przycisk. Ustawi¢ czas integracji
w ten sposéb aby maksymalne natezenie §wiatta miescito si¢ w zakresie od 3500 do 4000.
Wylaczy¢ zrédto S$wiatta i zarejestrowaé prad ciemny i widmo tta sensora CCD
w spektrografie. Wiaczy¢ ponownie zaréwke i odczyta¢ warto$¢ natgzenia $wiatta dla trzech
dtugosci fali (np. dla 600, 650 1 700 nm). Pomiar powt6rzy¢ dla wszystkich st¢zen badanego

roztworu. Zapisa¢ zmierzone charakterystyki widmowe.



UWAGA! Nie zmienia¢ raz wybranego czasu integracji.

Nalezy stara¢ si¢ aby umieszcza¢ kolejne kuwety w tym samym polozeniu.

4. Zadania do opracowania w sprawozdaniu z ¢wiczenia

e Sporzadzi¢ wykres I;(c) dla trzech dtugosci fali dla trzech badanych roztworéw
0 znanym stgzeniu i wody destylowane;.
e Sporzadzi¢ wykres A,(c) dla trzech wybranych dlugosci fali promieniowania dla

trzech roztworéw o znanym stezeniu. Absorbancj¢ (A ;) oblicza si¢ za pomoca wzoru:
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gdzie S, 0znacza intensywno$¢ §wiatta przechodzacego przez probke przy dtugosci fali A, D f
jest intensywno$cia widma tta przy dlugosci fali A, natomiast R , oznacza referencyjna

intensywno$¢ promieniowania przy dlugosci fali A.
¢ Do zmierzonych punktéw pomiarowych trzech zalezno$ci A, = f(¢) wyznaczy¢ proste
wzorcowe (korzystajac z regresji liniowej metoda najmniejszych kwadratow).
e  Wykorzystujac zmierzona warto$¢ absorbancji dla czwartego roztworu wyznaczy¢
jego stezenie z dopasowanej prostej dla kazdej rozwazanej dtugosci fali.

Dodatkowo w sprawozdaniu powinien znalez¢ si¢ rysunek uktadu doswiadczalnego.
Regresje liniowa mozna wykona¢ z wykorzystaniem aparatu matematycznego lub uzywajac
odpowiednich programéw komputerowych, przy czym w sprawozdaniu nalezy opisaé
wykorzystany program i uzyta metodg¢ oraz poda¢ wzér koncowy z jakiego korzystano.

Na podstawie wykonanego ¢wiczenia w sprawozdaniu zamie$ci¢ wnioski, spostrzezenia

1 uwagi.



