SPEKTROFOTOMETRYCZNA ANALIZA ZAWARTOSCI SUBSTANCJI W
PROBCE

Zakres materialu:

— roztwory - stezenia, rozcienczanie;

— podstawy i podziat spektroskopii;

— prawa absorpcji: wspotczynnik absorpcji, addytywno$¢ absorpcji, odstgpstwa od praw
absorpcji, molowy wspotczynnik absorpcji;

— pojecia: absorpcja, absorbancja, transmisja, transmitancja, spektroskopia, spektrofotometria;
— budowa spektrofotometru UV/VIS.

1. Podstawy 1 podziat spektroskopii

Spektroskopia to metoda badawcza, okreslajaca oddzialywanie (absorpcj¢, emisj¢ lub
rozpraszanie ramanowskie) promieniowania elektromagnetycznego z materig. Szybki i
wszechstronny rozwoj spektroskopii jako nauki teoretyczno-doswiadczalnej spowodowal, ze
przy omawianiu zaré6wno jej podstaw jak i specyficznych dziatdéw, konieczne jest stosowanie

roznych kryteriéw podziatu.

Podzial spektroskopii wedtug zakresu promieniowania:
— spektroskopia kosmiczna 10°°-10* nm;
— spektroskopia gamma 10™-0,1 nm;
— spektroskopia rentgenowska 0,1-10 nm;
— spektroskopia optyczna:
a) w bliskim i pr6zniowym nadfiolecie 100-300 nm
b) w zakresie widzialnym 360-830 nm
c¢) w bliskiej (2,5-15 pm), sredniej, dalekiej podczerwieni 0,8-200 pum;
— radiospektroskopia:
a) w zakresie mikrofalowym 0,03-100 cm;
b) w zakresie krétkofalowym 10-100 m;

c¢) w zakresie dtugofalowym 100-4000 m.



Parametrem decydujacym o takim podziale jest zakres spektralny. Promieniowanie

mozna okres$li¢, podajac jego:

— dhugos¢ fali 4;
— liczbe falowa o = 1/1;

— czestotliwos¢ v.

Czestotliwosé podaje sic w Hz [s™] lub jednostkach stanowiacych wielokrotno$é hercow.

Dtugos¢ fali w obszarze nadfioletu 1 $wiatta widzialnego wyraza si¢ w:

a) mikrometrach: um = 10 cm = 10°° m, (dawniej mikron: p);
b) nanometrach: nm = 107 ¢cm = 10° m (= 1 mp);

¢) angstremach: A =108 ecm =10 m = 0,1 nm.

Liczby falowe wyrazaja si¢ zwykle w cm™ lub w pm™.
Zaleznos¢ pomigdzy energia pochtonieta a czestotliwoscig v lub dlugoscig fali

wywotujacej przejscie przedstawia si¢ nastepujaco:
AE =hv = m[J]
A

gdzie h - stata Plancka, ¢ - predkos¢ $wiatla.

AE jest energig pochtonigta przy przejSciu w czasteczce ze stanu o nizszej energii (stan
podstawowy) do stanu o energii wyzszej (stan wzbudzony). Energia pochlaniania zalezy od
roéznicy energii w stanie podstawowym i wzbudzonym; im mniejsza réznica energii tym
wigksza dlugo$¢ fali. Zauwazmy, Zze wprost proporcjonalna do AE jest czestos¢ v, a tym
samym liczba falowa, a nie dtugos¢ fali. Dlatego w spektroskopii czgsto wyraza si¢ energie w
cm™, mimo ze nie sa to jednostki energii, lecz liczby falowej, a energia jest do niej tylko

proporcjonalna.



Podzial spektroskopii wedtug metod otrzymywania widma.
W zalezno$ci od metody otrzymywania rozr6zniamy trzy rodzaje widm: absorpcyjne,

emisyjne i ramanowskie. W zwiazku z tym rozrézniane sg dziaty spektroskopii:

1. spektroskopia absorpcyjna;
2. spektroskopia emisyjna;
3. spektroskopia ramanowska (rozpraszania).

Widma absorpcyjne - mozna okresli¢ jako zbior wszystkich przej$¢ z nizszych poziomoéw na
wyzsze. Odpowiadaja wigc one zwigkszeniu energii uktadu (pochtonigcie fotonu).
Najprostszy typ widma absorpcyjnego powstaje, gdy obsadzony jest najnizszy poziom
energetyczny, tj. podstawowy. Obsadzenie poziomdw energetycznych zwigzane jest z
rownowaga termodynamiczng, ktora okresla temperatura uktadu. Przyjmuje si¢, ze w

temperaturze pokojowej obsadzany jest tylko poziom podstawowy.
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Rys. 1. Widma absorpcyjne barwnikow roslinnych (chlorofili a i b, antocyjanina) w zakresie

UV (200-400 nm) i Vis (400-700 nm); zrodto: Wikipedia (© CC-BY SA 3.0)



Widma emisyjne - mozna okresli¢ jako zbior wszystkich przej$¢ z pozioméw wyzszych na
nizsze. PrzejScia w widmach emisyjnych odpowiadaja zmniejszeniu energii, czyli
wypromieniowaniu fotonu. Zrédtem energii pobudzajacej atom lub czasteczke do emisji moze

by¢ temperatura, promieniowanie elektromagnetyczne lub korpuskularne, reakcja chemiczna,

wytadowanie elektryczne etc.

Rys. 2. Widmo emisyjne wodoru w zakresie widzialnym; zrodto: Wikipedia (© CCO0)

Widma ramanowskie - cechg charakterystyczng tego rodzaju widm jest zmiana czestotliwosci
promieniowania rozproszonego (vr) w stosunku do czestotliwo$ci promieniowania padajgcego
(vp):

wr=wtv
gdzie v jest czestotliwoscia odpowiadajacg przejsciu elektronowemu dla uktadu

rozpraszajacego.

W bardziej ogélnym przypadku (np. w wyzszych temperaturach) nalezy przyjac¢, ze takze
Wwyzsze poziomy energetyczne sg obsadzone przynajmniej cze¢Sciowo, cO oznacza, z€

struktura widma absorpcyjnego lub emisyjnego staje si¢ bardziej ztozona.

2. Spektroskopia a spektrofotometria
Roéznice pomiedzy obu dyscyplinami moga by¢ flatwo okreslone poprzez
sprecyzowanie dla nich zadan. Spektroskopia zajmuje si¢ badaniami podstawowymi

dotyczacymi czasteczek. Obejmuja one:

1. Eksperymentalne otrzymywanie roznych typow widm; Ai=f(v;), Ai=f(4);

2. Przeprowadzanie ich analizy;

3. Zaproponowanie schematu poziomow energetycznych charakteryzujacych badany
uktad;

4, Obliczanie (w tych przypadkach, gdy jest to mozliwe) teoretycznych energii przejs¢ i

porOwnanie z danymi doswiadczalnymi;



5. Otrzymywanie danych dotyczacych rozktadu natezen (oraz takich wartosci jak np.
moc oscylatora), zarébwno teoretycznych jak i eksperymentalnych;

6. Okreslanie  (wyznaczanie) parametréw  spektrochemicznych w  oparciu o
zweryfikowane przez obliczenia teoretyczne dane eksperymentalne (punkt 4);

7. Analiza struktury i stereochemii badanego uktadu chemicznego w oparciu o uzyteczne

chemicznie parametry spektralne (punkt 6).

Z Kkolei spektrofotometria zajmuje si¢ okreslaniem st¢zenia lub zawarto$ci atomow lub

czasteczek w danym uktadzie absorbujagcym czy emitujacym, tj. stanowi podstawe iloSciowej
analizy chemicznej.

W tym przypadku nie jest szczegdlnie interesujace okreslenie rodzaju przejscia lub
wlasciwe przyporzadkowanie im danych linii czy pasm, natomiast istotne jest podanie
doktadnej funkcji okreslajacej zaleznos$ci natgzenia widma od stezenia.

Na podkreslenie zasluguje rowniez znaczenie metod spektrofotometrycznych w

badaniu r6znego typu rownowag.

3. Prawa absorpcji

Jednym z wielu mozliwych oddzialywan promieniowania z materig jest absorpcja.
Stanowi ona podstawe spektrofotometrii absorpcyjnej w nadfiolecie i zakresie widzialnym.
Pomiary w obszarze UV/VIS przeprowadza si¢ najczg¢sciej dla substancji cieklych
(rozpuszczalniki) lub rozpuszczonych (roztwory prébek statych w rozpuszczalnikach),
rzadziej w fazie gazowej lub stalej (widma refleksyjne). Wielkosciag mierzong jest zwykle

transmitancja lub absorbancja. Sg one zdefiniowane nastepujaco:

gdzie: T — transmitancja, A — absorbancja, |, - nat¢zenie promieniowania padajacego, | -

natezenie promieniowania przechodzacego przesz osrodek absorbujacy.

Rozwazmy pojemnik szklany (kuwete) o plaskich réwnoleglych powierzchniach
zewngtrznych, przez ktére przechodzi promieniowanie monochromatyczne. Przyjmijmy, ze
kuweta jest napelniona substancja absorbujaca rozpuszczong w nie absorbujacym
rozpuszczalniku. Natezenie promieniowania padajacego lo, ulega ostabieniu przy przejsciu

przez osrodek absorbujacy do wartosci |.



Ostabienie padajacej wigzki $wiatta moze by¢ powodowane:
1. Odbiciami na powierzchniach kuwety na granicy z powietrzem i roztworem;
2. Rozpraszaniem przez rysy na kuwecie lub pojedyncze czastki czy ich skupiska w
probce (takie efekty moga by¢ powodowane, np. zmegtnieniem roztworu
niewidocznym gotym okiem);

3. Absorpcja promieniowania przez probke.

Czes¢ wpltywow zaklocajacych eliminuje si¢ prowadzac odpowiednie pomiary
poréwnawcze wzgledem odnosnika (kuweta zawierajaca rozpuszczalnik lub $lepg probe). W
ten sposob staramy si¢ stworzy¢ warunki, w ktorych absorpcja $wiatta jest gtéwna przyczyna
ostabienia padajacego promieniowania.

Ilosciowy opis absorpcji energii promieniowania przez materi¢ opiera si¢ na ogolnym
prawie, zwanym prawem Lamberta-Beera. Zaobserwowano, ze nat¢zenie promieniowania
zmniejsza si¢ w miar¢ przenikania w glab homogenicznego (jednorodnego) osrodka oraz w
miar¢ zwigkszania st¢zenia rozpuszczonej substancji absorbujacej. Nie zalezy natomiast od
natezenia wigzki padajacej lo. Bardziej ogolnie mozna stwierdzi¢, ze zmniejszenie natezenia
promieniowania jest proporcjonalne do liczby absorbujacych czastek, znajdujacych si¢ na

drodze réwnoleglej i monochromatycznej wigzki promieniowania.

Ilosciowym wyrazem tej zaleznosSci jest prawo Lamberta-Beera: Kolejne przyrosty liczby,
identycznych absorbujacych czastek na drodze wigzki promieniowania monochromatycznego,
absorbujg takie same czg$ci energii promieniowania przez nie przechodzacego. Najprostsze

sformutowanie prawa wyraza sig:
I, . 1
IogT = A=abc; gdzie A= Iog?.

Tres¢ tego prawa mozemy wyrazi¢ nastepujaco:
Dla réwnolegtej, $cisle monochromatycznej wigzki promieniowania elektromagnetycznego,

absorbancja A jest proporcjonalna do stgzenia roztworu C i grubosci warstwy absorbujace;j b.

Wspotczynnik absorpcji
Wspotczynnik absorpcji (a) jest wielkoScig charakterystyczng dla danej substancji, w
danym rozpuszczalniku i przy danej dtugosci fali (liczbie falowej). Jednostka wspotczynnika

absorpcji zalezy od jednostek, w jakich wyrazamy towarzyszace wielkosSci: stezenie C |



grubo$¢ warstwy b. W zwigzku z tym, wystepujg rowniez rézne okre$lenia wspodtczynnika

absorpcji. Wielkos$¢ b zwykle podaje si¢ w centymetrach.

Stezenie Symbol Okreslenie
¢ [g/dm°] a Wspotczynnik absorpcji
Cwm [mol/dm?] e Molowy wspotczynnik absorpcji

Wspotczynnik absorpcji a stosowany jest, gdy rodzaj substancji absorbujace, a zatem 1
jego masa czasteczkowa, jest nieznana.

Molowy wspotczynnik absorpcji & jest bardziej wskazany w przypadkach, gdy
porownywana jest ilo§ciowo absorbancja réznych substancji o0 znanych masach molowych.

Wielkos$ci a i € zwigzane sg z wlaSciwosciami substancji absorbujacej, tj. sg niezalezne
od warunkdéw pomiaru: stezenia 1 grubosci warstwy, podczas gdy absorbancja A
odzwierciedla wlasciwosci okreslonej probki.
Widmo absorpcji mozna wige okresli¢ jako funkcje (zaleznos$¢) molowego wspolczynnika
absorpcji od czestotliwosci (lub diugosci fali) absorbowanego promieniowania: & = f(v;) (lub
& = f(4)), ktora jest charakterystyczna dla substancji absorbujgcej (chromofora) w danym

rozpuszczalniku.

Addytywnosé absorbancji
Prawo to dotyczy roztworéw 1 mieszanin wielosktadnikowych. Wyraza ono
absorbancj¢ poszczegélnych skladnikéw (A1, Az, ..., Am), co mozna przedstawi¢ w
nastepujacy sposob:
1

A=A+A +..+A, =D A

M
czyli A=a,bc, +a,bc, +...+a,,bc,, .

Oczywiscie addytywno$¢ absorbancji jest speilniona, jesli pomigdzy skiadnikami
srodowiska absorbujacego nie ma zadnych oddziatywan chemicznych. Oznacza ona, ze kazde
indywiduum absorbuje tak, jakby inne byly nieobecne.

Z prawa Beera wynika, ze wspotczynnik absorpcji jest wielko$cig stala, niezalezng od
stezenia, grubosci warstwy absorbujacej 1 nat¢zenia promieniowania padajgcego.

Prawo to nie dostarcza zadnych informacji o wplywie temperatury, rodzaju

rozpuszczalnika lub dlugosci fali. W praktyce stwierdzono, ze temperatura ma jedynie




drugorzedny wplyw, o ile nie zmienia si¢ w niezwykle szerokim zakresie. Ze zmiang
temperatury zmienia si¢ natomiast st¢zenie, ze wzgledu na zmiang gestosci, a co za tym idzie,
objetosci roztworu. Mozna oczekiwa¢ mniejszych lub wigkszych zmian absorbancji ze
zmiang temperatury, jezeli substancja absorbujgca znajduje si¢ w roztworze w stanie
rOwnowagi z inng substancja, lub z nie rozpuszczong substancjg statg (np. roztwor nasycony).

Natomiast nie mozna przewidzie¢, w jaki§ ogdélny sposob, wplywu zmiany
rozpuszczalnika na absorpcj¢ danej substancji rozpuszczonej. W UV powstajg ograniczenia ze
wzgledu na zakres przepuszczalnosci danego rozpuszczalnika dla promieniowania z tego
zakresu.

Mozna wyr6zni¢ dwie grupy czynnikow zakldcajacych absorpcje promieniowania

przez uktad: zwigzane z probka lub instrumentalne.



Celem ¢wiczenia jest okreSlenie zawarto$ci chromu(V1) metoda difenylokarbazydowa
w probce dichromianu(VI1) potasu o nieznanym stgzeniu, przy wykorzystaniu spektroskopii
UV/VIS. Podstawa czultej kolorymetrycznej metody oznaczania chromu jest reakcja redox
pomiedzy Cr(VI) i1 difenylokarbazydem. W S$rodowisku kwasnym Cr(VI) utlenia 1,5-
difenylokarbazyd (I) do difenylokarbazonu (1), sam natomiast ulega redukcji do Cr(lll).
Elektrododatni kompleks Cr®* z difenylokarbazonem (posiadajacy barwe fiotkowa), absorbuje
promieniowanie elektromagnetyczne w zakresie widzialnym. Bezposrednie zmieszanie
roztworu Cr(1ll) z difenylokarbazonem nie prowadzi do utworzenia kompleksu o takim

zabarwieniu.

Hooo H O
N\N)]\N/N cr II\I\NJJ\I\(/N
TTO=-OTT0
() (1)

Metoda difenylokarbazydowg mozna uwaza¢ za specyficzng dla chromu(VI).
Oznaczeniu przeszkadzaja tylko wigksze ilosci jonOw zelaza, wanadu, molibdenu, miedzi i
rteci, wielokrotnie przewyzszajace stezenie chromu(VI) w roztworze. Usuwa si¢ je
ekstrakcyjnie lub przez zamaskowanie.

Kwasowo$¢ badanego roztworu wywiera pewien wplyw na nat¢zenie zabarwienia,
dlatego tez nalezy ja utrzymywac zawsze na tym samym poziomie.

Molowy  wspotczynnik  absorpcji  barwnego produktu reakcji  Cr(VI) z
difenylokarbazydem wynosi 41700 przy Amax= 546 nm. Metoda ta jest ponad 100 razy

bardziej czuta niz metoda chromianowa, w ktoérej wykorzystuje si¢ barwnos$¢ jonow Cr,07%

lub CrO% i jest stosowana zwlaszcza do oznaczania $sladow chromu.
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Rys. 3. Widmo absorpcyjne kompleksu Cr(V1) z difenylokarbazydem w zakresie widzialnym;

zrodlo: www jascoinc.com (©Jasco)



Odczynniki:

Dichromian(VI) potasu, K,Cr,07;
Kwas siarkowy(V1);
Difenylokarbazyd (DFK);
Aceton;

Woda destylowana.

Aparatura:

Kolba miarowa (500 lub 1000 mL);
Kolba miarowa (500 mL);

Kolba miarowa (100 mL);

Kolby miarowe (50 mL) — 9 sztuk;
Kolby miarowe (10 mL) — 2 sztuki;
Pipeta wielomiarowa (5 mL);
Pipeta wielomiarowa (2 mL);
Pipeta wielomiarowa (1 mL);
Spektrofotometr;

Kuwety z tworzywa sztucznego do spektrofotometru.

Wykonanie ¢wiczenia:

1. W kolbie miarowej (1000 mL) przygotowa¢ wodny roztwor podstawowy Cr(VI) z
dichromianu(V1) potasu o stgzeniu 0,01 mg/mL, tj. 1 mL tego roztworu zawiera 0,01 mg
Cr(VI).

2. W kolbie miarowej (1000 mL) przygotowa¢ wodny roztwor H,SO, o stgzeniu
0,05 mol/dm®,

3. W kolbie miarowej (25 mL) przygotowa¢ acetonowy roztwor difenylokarbazydu o st¢zeniu
0,25%.

4. Przygotowac roztwory wzorcowe Cr(VI):

- Do 6 kolbek miarowych (50 mL) odmierzy¢ pipeta: 0,0 (Slepa préba); 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0
mL podstawowego roztworu Cr(V1).

- Do kazdej kolbki doda¢ 1 mL roztworu DFK, dopetni¢ roztwér kwasem siarkowym (0,05
M) do kreski i wymieszac.



5. Przygotowac roztwor Cr(VI) o nieznanym stezeniu:

- Otrzymany do analizy roztwor Cr(VI) uzupetlni¢ w kolbie miarowej (100 mL) woda
destylowana.

- Do kolbek o pojemnosci 50 mL pobra¢ 3 réwne proby (po 2 mL) z roztworu do analizy,
doda¢ 1 mL DFK do kazdej kolbki, dopetni¢ do kreski kwasem siarkowym i wymieszac.

6. Zmierzy¢ absorbancje roztworow wzorcowych oraz 3 probek roztworu badanego przy Amax
= 546 nm, stosujac Slepa prébe jako odnos$nik. Uwaga! Nalezy zmierzy¢ absorbancje
wszystKich roztworow wzorcowych (poczawszy od najnizszego do najwyzszego st¢zenia), a
nastepnie wykona¢ pomiar dla badanych probek. Nalezy odczeka¢ okoto 2 min. od
przygotowania mieszaniny reagentéw do odczytu absorbancji.

7. Korzystajac z dowolnego programu typu ,,arkusz kalkulacyjny” lub ,,edytor wykresow”
wykresli¢ wykres zaleznosci absorbancji od stezenia dla roztworéw wzorcowych A=f(c), tzw.
krzywq kalibracyjng. Stezenie (c¢) nalezy wyrazi¢ w pg/mL. Nie nalezy laczy¢ punktow
odcinkami. Dopasowa¢ do uzyskanych punktow eksperymentalnych regresje liniowa.

8. Korzystajac z krzywej kalibracyjnej (doktadniej, z rownania regresji) obliczy¢ stgzenie
Cr(VI) dla kazdej z trzech prob roztworu badanego; wynik usrednic.

9. Obliczy¢ zawartos¢ Cr(VI) (W ug) w otrzymanym od prowadzacego roztworze (korzystajac
ze $redniej absorbancji kazdej z trzech prob A, B, C roztworu badanego).

Uwaga! Na podstawie stezenia odczytanego z krzywej wzorcowej, obliczy¢ zawartos¢ Cr(VI)
(W pg) w 50 mL proby. Nastepnie pamigtajac, ze do pomiardw absorbancji pobierano tylko 2
mL analizy z kolbki o pojemnosci 100 mL, nalezy obliczy¢ zawartos¢ Cr(VI) w roztworze

otrzymanym od prowadzacego.

Protokot powinien zawierac:

Tytut ¢wiczenia, nazwiska 0s6b wykonujacych ¢wiczenie, numer grupy, date;

Obliczenia dotyczace wszystkich przygotowywanych roztworéw (wykonanie ¢wiczenia,
punkty 1-3);

Wykres zaleznos$ci absorbancji od st¢zenia zgodnie z wytycznymi z punktu 7 (wykonanie
¢wiczenia);

Obliczone z réwnania regresji wartosci dla probek badanych;

Obliczenia dla zawartosci chromu(VI) w 100 mL probki badanej (wykonanie ¢wiczenia,
punkt 9).



