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Spektroskopia UV-Vis. Podstawowe pojecia

Widmo elektromagnetyczne

']022
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Ultrafiolet (UV) i promieniowanie widzialne (Vis) obejmujg tylko niewielkg
cze$¢ widma elektromagnetycznego, ktére zawiera takze m.in. takie formy
promieniowania jak promieniowanie radiowe, podczerwone (IR), kosmiczne
i rentgenowskie (patrz rysunek 1).

Energia zwigzana z promieniowaniem elektromagnetycznym jest
zdefiniowana nastepujacym réwnaniem:

E=hv
gdzie

E jest energig (w dzulach (/)),
h jest statg Plancka (6,62 x 10 J - s),
v jest czestotliwo$cig (w sekundach (s)).

107 10's 10™ 10 108 103 1 10°
| |

T
107

1072

107

T T 1 1 T T 1 T 1

1 T
10 10 10 102 1 102 10 105 108 10

Rysunek 1. Widmo elektromagnetyczne [3]

Dlugosé i czestosé
promieniowania

Promieniowanie elektromagnetyczne jest kombinacjg zmiennych pol

elektrycznego i magnetycznego, ktére przemieszczajg sie w przestrzeni

wzdtuz ruchu fali. Poniewaz promieniowanie dziata jak fala, mozna je opisaé

za pomocg dtugosci fali lub czestosci, ktdre sq powigzane nastepujacym
réwnaniem:

Cc

V==

gdzie

v to czestos¢ (w sekundach),
¢ to predkos¢ Swiatta (3 x 108 m/s),
A to dhugosc fali (w metrach).
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Pochodzenie widm UV-Vis

W spektroskopii UV-Vis dlugos¢ fali jest zwykle wyrazana w nanometrach
(1 nm = 10° m). Z powyzszych rownan wynika, ze promieniowanie o krotszej
dtugosci fali ma wyzszg energie. W spektroskopii UV-Vis $wiatto UV o niskiej
warto$ci dlugosci fali ma najwyzsza energie.

Nalezy pamieta¢, ze w niektérych przypadkach energia ta jest wystarczajaca
do wywotania niepozadanych reakciji fotochemicznych. Podczas pomiaru widm
prébki pamietaj zatem, ze to wtasnie sktadnik UV Swiatta powoduje oparzenia
stoneczne.

Kiedy promieniowanie oddziatuje z materia, moze zachodzi¢ wiele proceséw,
w tym  odbicie, rozpraszanie, absorbcja  (pochfanianie),
fluorescencja/fosforescencja (absorpcja i reemisja) oraz reakcja
fotochemiczna (absorbcja i zerwanie wigzania). Jednakze, podczas pomiaru
widm UV-Vis chcemy, aby wystepowata wytacznie absorbcja.

Poniewaz $wiatto jest forma energii, absorpcja Swiatta przez materie powoduje
wzrost catkowitej energii czasteczek (lub atomoéw). Catkowita energia
potencjalna czasteczki jest reprezentowana jako suma jej energii elektronowej,
wibracyjnej (oscylacyjnej) i obrotowej (rotacyjnej) oraz translacyjnej (energia
ciggta):

Eca{k = Eel + Eosc + Erot + Etranslacyjna

llos¢ energii, jakq czasteczka posiada w formie energii elektronowej,
oscylacyjnej i rotacyjnej nie jest kontinuum (podlega ograniczeniom
kwantowym), ale serig dyskretnych pozioméw lub standéw. Rdznice w energii
miedzy rdznymi stanami sg nastepujace:

Eelektronowa > Eoscylacyjna > Erotacyjna

W niektérych czasteczkach i atomach fotony UV i $wiatta widzialnego majq
wystarczajgcq energie, aby spowodowaé przejscia miedzy réznymi poziomami
energii elektronowej. Dtugo$c¢ fali pochtonigtego Swiatta to energia wymagana
do przeniesienia elektronu z nizszego poziomu energii na wyzszy poziom
energetyczny. Rysunek 2 pokazuje przyktad przejs¢ elektronowych i dlugosci
fal Swiatta, ktére je powodujg charakterystyczne dla czasteczki formaldehydu.




Analiza Instrumentalna

Cwiczenia laboratoryjne: Spektroskopia UV-Vis |

Iﬂv

O—H—

\
H /c 3

co+

H \ pi —» pi*
przejécie

n— pi* (187 nm)
przejscie —
(285 nm) c 0

H

Rysunek 2. Przejscia elektronowe w formaldehydzie [1,2]

Wynikiem tych przej$¢ powinny by¢ bardzo waskie pasma absorbcji
o dlugosciach fal charakterystycznych dla réznicy pozioméw energii
absorbujacych indywidudw. Dotyczy to atoméw, jak pokazano na rysunku 3.
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Rysunek 3. Przejscia elektronowe i odpowiadajgce im widma atomow [1,2]

W praktyce jednak, w przypadku czasteczek, poziomy energii drgan i rotacji
naktadajg sie na poziomy energii elektronowej (patrz rysunek 4). W ten
sposdb, moze wystapi¢ wiele przejs¢ o réznych energiach, co prowadzi do
poszerzenia pasm. W roztworach, na skutek interakcji rozpuszczalnik -
substancja rozpuszczona, efekt ten jest jeszcze wigkszy.
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Rysunek 4. Przejscia elektronowe i widma UV-Vis czgsteczek [1,2]

Transmitancja i absorbancja Gdy swiatto przechodzi lub odbija sie od prébki, ilos¢ pochtonietego $wiatta
jest réznicg migdzy promieniowaniem padajacym (I,) a promieniowaniem
przechodzacym (I). llos¢ pochtonigtego $wiatta jest wyrazana jako
przepuszczalno$¢ (transmitancja) lub absorbancja. Transmitancija jest zwykle
podawana jako utamek lub procent i jest wyrazana w nastepujacy sposob:

T=i Iub%T=i><100
Absorbancie z kolei, definiuje sie jako:
A= —logT lub
A=2-log%T*

W wiekszoSci zastosowan uzywa sie wyrazenia na absorbancje, poniewaz
zalezno$¢ migdzy absorbancjq a stezeniem, oraz absorbancjg a dtugoscia fali
jest na ogot liniowa.

14 =2—10g(T x 100) = 2 — (log T 4 log100) = 2 — (logT + log10%) = 2 — logT — 2log10 = 2 — logT — 2 = —logT
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Aparatura

Jednowigzkowy
spektrofotometr UV-Vis

Rysunek 5. przedstawia schemat konwencjonalnego spektrofotometru
jednowigzkowego. Polichromatyczne swiatto opuszczajgce zrddio skupia sie
na szczelinie wejsciowej monochromatora, ktéry selektywnie przepuszcza
waskie pasmo Swiatta. Nastepnie wigzka przechodzi przez obszar probki do
detektora.

Absorbancje probki okresla sie, mierzgc natezenie Swiatta docierajgcego do
detektora bez prébki (Slepa préba) i poréwnujgc je z natezeniem Swiatta
docierajgcego do detektora po przejsciu przez prébke.

Obecnie, wiekszo$¢ spektrofotometrow zawiera dwie lampy zrodtowe, lampe
deuterowg i lampe wolframowa, a jako detektory wykorzystuje sie fotodiody
albo rzadziej lampy fotopowielajgce.

Prébka

Monochromator

Detektor

Szczelina wyjsciowa

rzadzenie dyspersyjne
Zrédto

® Szczelina wejsciowa

Rysunek 5. Schemat konwencjonalnego spektrofotometru [2]

PowyzZsza konstrukcja doskonale nadaje sie do pomiaru absorbanciji w jednym
punkcie widma. Jest natomiast mniej odpowiednie do pomiaru réznych
zwigzkdw przy réznych diugosciach fal lub do rejestracji widm probek. Aby
wykonac takie zadania, czesci monochromatora muszg by¢ obracane, co
wprowadza do pomiardw problem mechaniczny skutkujgcy niskg
odtwarzalnoscig pomiaréw. Co wiecej, zbieranie seryjnych danych jest w tym
przypadku procesem doS¢ powolnym.
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Jednowiazkowy spektrofotometr

diodowy
Rysunek 6. przedstawia schemat jednowigzkowego spektrofotometru
diodowego. W tym przypadku, polichromatyczne sSwiatto pochodzgce ze
zrédta jest przepuszczane najpierw przez obszar probki i dalej skupiane na
szczelinie wejsciowej polichromatora. Dalej, polichromator rozprasza Swiatto
kierujgc je na matryce zbudowang z diod (listwe diodowg), na ktdrej kazda
dioda mierzy waskie pasmo widma.

Listwa diodowa

Polichromator

Prébka

=

Urzgdzenie dyspersyjne

Zrédio

Rysunek 6. Schemat spektrofotometru diodowego [2]

Szczelina wejsciowa

Polichromator (szczelina wejsciowa plus urzgdzenie dyspersyjne) wraz
zlistwg diodowg stanowig jednostke znang jako spektrograf. Poniewaz
wzgledne pozycje probki ielementu dyspersyjnego, w pordwnaniu
z konwencjonalnym spektrofotometrem, sg odwrdcone konfiguracja ta jest
czesto okreslana jako uktad z odwrdcong optyka.

Wadg spektrofotometru diodowego jest mozliwoS¢ wystagpienia, na skutek
nadwietlania probki wigzkg Swiatta polichromatycznego, niepozgdanych
reakcji fotochemicznych. Aby zminimalizowa¢ to ryzyko, w uktadzie
zastosowana jest migawka, ktora blokuje przeptyw Swiatta ze zrodta do czasu
wykonania pomiaru. Po rozpoczeciu pomiaru migawka jest automatycznie
otwierana, a Swiatto przechodzi przez prébke kierowane do uktadu diod.

Absorbancje probki okresla sie, podobnie jak w spektrofotometrze
klasycznym, mierzgc natezenie swiatta docierajgcego do detektora dla $Slepej
préby i poréwnujgc je z natezeniem Swiatta docierajgcego do detektora po
przejsciu przez probke.

Spektrofotometr diodowy jest z natury bardzo szybki ma doskonatg
odtwarzalno$¢ dtugosci fali i jest wysoce niezawodny.
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Materiaty optyczne

Kuwety pomiarowe/materiat

Spektroskopia UV-Vis stuzy przede wszystkim do pomiaru wiasciwosci
optycznych cieczy lub roztworéw. W trakcie pomiaru materiat badany
umieszcza sie w przeznaczonych do tego specjalnych kuwetach pomiarowych.
Idealnie bytoby, gdyby kuwety te byly catkowicie przezroczyste w catym
zakresie widma.

Najtarsze kuwety wykonane sg z tworzywa sztucznego, zwykle akrylu. Kuwety
te nie sg odporne na dziatanie wielu rozpuszczalnikow organicznych, a
takze silnie absorbujg ponizej 300 nm, co czyni je nieodpowiednimi do
pomiardw w tym obszarze widma. Co wiecej, parametry takie jak wspotczynnik
absorbcji oraz dtugos¢ drogi optycznej, mogq sie rézni¢ w zaleznosci od
kuwety i jej producenta.

Szklane kuwety sg nieco drozsze niz kuwety z tworzyw sztucznych, ale sg tez
trwalsze i przy odpowiedniej pielegnacii, mogg by¢ uzytkowane przez dtugie
lata. Podobnie jednak jak kuwety z tworzyw sztucznych, szkio silnie pochtania
Swiatto ponizej 320 nm i dlatego kuwety szklane nie nadajg sie do pomiaréw
w obszarze widma UV.

Alternatywg sg kuwety wykonane ze stopionego kwarcu, ktore sa
przezroczyste do 210 nm. Jednakze, najlepsze kuwety to cele wykonane
z syntetycznej stopionej krzemionki. Charakteryzuje je wysoka czysto$¢
i wyrbzniajgca przezroczystos¢ nawet do 170 nm.

Rysunek 7. przedstawia wiasciwosci optyczne kuwet wykonanych ze
wspomnianych materiatow. Nalezy zauwazyC, ze wszystkie tworzywa
wykazujg co najmniej 10. % utrate przepuszczalno$ci Swiatta w catym
zakresie widma.
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Rysunek 7. Charakterystyka przepuszczalnosci optycznej kuwet wykonanych z wybranych materiatow optycznych [2]

Pielegnacja kuwet

Z kuwetami nalezy obchodzi¢ sie ostroznie, aby zapobiec ich zarysowaniu.

Nie nalezy dotyka¢ powierzchni optycznych palcami, poniewaz olej z odciskéw
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palcow moze powodowaé pogorszenie parametréw absorpcyjnych. Jesli
powierzchnie optyczne kuwety zostang lekko zanieczyszczone, kuwete
mozna ostroznie przetrzeC przeznaczong do tego tkaning. Jesli kuweta
zostanie powaznie zanieczyszczona, mozna jg oczySciC tagodnym
detergentem. W skrajnych przypadkach dopuszcza sie przemycie kuwety

kwasem solnym lub azotowym.

Cel ¢wiczenia

Dzigki temu ¢wiczeniu pogtebisz wiedze teoretyczng z zakresu spektroskopii UV-Vis. Eksperymenty i uzyskane
wyniki pomoga lepiej zrozumie¢ teoretyczne podstawy spektroskopii UV oraz widzialnej. Cwiczenia pozwolg
zrozumie¢ mozliwosci, ale takze Zrédta bleddw, putapek i ograniczen podczas pracy ze spektroskopig UV-Vis.

Obstuga aparatu
1. Uruchom system WIN95
2. Z pulpitu wybierz aplikacje Hpuv-vis
3. Podczas wyboru hasta do aplikacji wybierz CANCEL
4. Dalej postepuj zgodnie z ponizszym schematem blokowym:

Spectrum /Peaks

Setup Analysis

Odznacz Odznacz
M Find and annotate up to ... peaks Find and annotate up to ...valleys
Wybierz Wprowadz zakres widma:
Data type: Absorbance Display Spectrum from...nm to ... nm

- Blank (F4)

b Sample (F5)
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Eksperyment 1

Odczynniki i aparatura

o Kofeina (roztwor wodny 5 mg/dm?3) |

o  Barwnik spozywczy (roztwdr wodny 8 mg/dm3) > "

e Woda demineralizowana <© 4
N

o  Pipeta precyzyjna 0,5 ml / o

Pipety Pasteura 3 ml (min. 3 szt.) Kofeina
e  Kuweta kwarcowa 10 mm

e  Spektrofotometr diodowy

(0]

™~

Wstep

. Czym jest widmo UV-Vis?
Widmo jest graficzng reprezentacija ilosci Swiatta pochtonietego lub transmitowanego przez materie w funkgji
dtugosci fali.
Spektrofotometr UV-Vis mierzy absorbancje lub przepuszczalno$¢ (transmitancje) $wiatta w zakresie $wiatta UV,
na ktéry oko ludzkie nie jest wrazliwe oraz w zakresie dtugosci fal widzialnych (Vis), na ktory z kolei oko ludzkie
wrazliwo$¢ wykazuije.

Kolor materii jest funkcja jej zdolno$ci do pochtaniania i emitowania $wiatta. Emisja Swiatta moze by¢ spowodowana
odbiciem powierzchniowym nieprzezroczystych prébek lub transmisjg $wiatta zrodtowego przez prébki.
Sama materia moze by¢ réwniez aktywnym zrédtem Swiatta, podobnie jak gazy w lampach. W temperaturze
pokojowej materia zwykle odbija lub przepuszcza $wiatto.
Kolor w potocznym znaczeniu odnosi si¢ do $wiatta dziennego jako ,08wietlacza”. Ludzkie oko jest w stanie
rozrozni¢ do 10 milionéw roznych koloréw. Jest w stanie wykry¢ Swiatto w zakresie od okoto 380 do 780 nm, czyli
tzw. widzialng cze$¢ widma elektromagnetycznego.
Ze wzgledu na czesciowg absorbcje wybranych dtugosci fal przezroczyste roztwory probek mogg dawac wrazenie
koloru. | tak, na przyktad to, co ludzki obserwator widzi jako z6ttg prébke, to w istocie Swiatlo dzienne zredukowane
o $wiatto pochtoniete przez probke (patrz rysunek 8). Stad, barwa prébki nazywana kolorem uzupetniajagcym
(komplementarnym) w stosunku do koloru $wiatta pochtanianego przez prébke (patrz rysunek 9) w rzeczywistosci

jest mieszaning fal o réznych czestotliwo$ciach pozbawiong czestotliwo$ci pochtanianej przez probke.
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Rysunek 8. Przepuszczalnosc a kolor [2]

- Diugo$¢ fali[nm]  Kolor Absorbowany Kolor komplementarny

700 — 650-780 Czerwony [ B Nieb.zielony
595-650 Pomaraficzowy [ I Ziel-niebieski
560-595 Z6tto-zielony B uilowy

49 500-560 Zielony [ W Czerw.-liliowy
490-500 Niebiesko-zielony [l | Czerwony

500 — 480-490 Zielono-niebieski - :l Pomaranczowy
435-480 Niebieski  [IINEGN Zolty

400 — 380-435 Fioletowy [N Zotto-zielony

Rysunek 9. Absorbcja i kolory uzupetniajgce [2]

W ponizszym do$wiadczeniu mierzone bedg widma dwdch zwigzkdw, kolorowego i bezbarwnego. Celem
eksperymentu jest wykazanie, ze w wielu przypadkach bezbarwne dla oka ludzkiego zwigzki wykazujg absorbcje

w zakresie Swiatta ultrafioletowego (UV).

Wykonanie eksperymentu

1. Do kuwety o drodze optycznej réwnej 10 mm wprowadzi¢ okoto 1 ml wody demineralizowanej. Wykona¢
pomiar ta (Blank (F4).
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2. Do tej samej kuwety wprowadzi¢ ok. 1 ml badanego roztworu barwnika spozywczego. Zarejestrowaé
widmo (F5) w zakresie promieniowania 200 do 800 nm.
3. Czynnosci z punktu 2. wykona¢ dla roztworu kofeiny.

4. Pracowac w trybie naktadania widm.

Opracowanie wynikéw

1. Do ponizszej tabeli wprowadzi¢ dlugosci fal gtéwnych maksiméw absorbcji kofeiny i barwnika
Spozywczego.

Tabela 1. Zmierzone dtugosci fal i wartosci absorbancji maksimow absorbcji

Absorbancja 9 A, A3

Zwigzek [AU] [nm] [nm] [nm]

Kofeina

Barwnik spozywczy

2. Jesli kolor swiatta i dtugo$¢ fali sg powigzane w nastepujacy sposob, jakie kolory $wiatta absorbujg kofeina

i barwnik spozywczy?

Kolor Zakres dtugosci fali [nm]
fiolet 380-435
niebieski 435-480
Zielony 480-560
Z6tty 560-595
pomaranczowy 595-650
czerwony 650-780

3. Wyjasnij zwigzek miedzy kolorem $wiatta pochtanianego przez materie a kolorem $wiatta, ktére mozesz

zaobserwowac, patrzac na nia.

Absorbowany kolor

Zwigzek Kolor prébki Swiatla

Kofeina

Barwnik spozywczy

Kofeina absorbuje/nie absorbuje* $wiatto(a) w zakresie widzialnym i dlatego nie ma koloruljest
barwna. Barwnik spozywczy nie pochfania/pochtania $wiatta(o) w zakresie widzialnym, dzieki czemu
jest barwny/bezbarwny. Maksymalna absorbancja barwnika spozywczego wystepuje przy dtugosci fali

........ nm, wiec kolor, ktory absorbuje, jest .............co opowiada czestotliwosci promieniowania

*Niepotrzebne wykresl
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UWAGA: Zwykle widzimy materie w Swietle stonecznym lub podobnym, ktére jest zasadniczo $wiattem
"biatym"- mieszaning wszystkich dtugosci fal.
4. Ponizsze rownanie pokazuje zalezno$¢ pomiedzy absorbancijg a transmitancja;
A = 2-1ogT [%]
Oblicz warto$ci transmitancji przy gtéwnym maksimum absorbancji kazdej prébki i wprowadz wartosci w
ponizszej tabeli.

Tabela 2. Obliczone wartosci transmitancji dla maksimow absorbcji

Zwiazek Amax Absorbancja Transmitancja
: [m] (AU] %]
Kofeina
Barwnik spozywczy
Absorbancja wynosi 1, gdy probka pochtania ........... % Swiatta padajacego.

5. Ktdry zwigzek pochtania $wiatto o wyzszej energii (foton)? Uzyj ponizszych réwnan, aby obliczy¢ energie
$wiatta w dzulach, ktdra jest pochtaniana w maksimach absorpcji obu zwigzkow.
E=h-v
c=Av

gdzie:

E - energia [J]

h - stata Plancka (6,62 x 10-% Js)
¢ - predko$¢ Swiatta (3 x 108 m/s)
v - czestos¢ [1/s]

A - dtugos¢ fali [m]

Tabela 3. Zmierzone dtugosci fal i wartosci absorbancji dla maksimow absorbancji

Energia

Zwigzek [m] ]

Kofeina

Barwnik spozywczy

Kofeina pochtania $wiatto 0 wyzszej/nizszej* energii niz barwnik spozywczy. Im nizszalwyzsza dtugosé

fali, tym wyzsza energia fotonu.
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Eksperyment 2

Odczynniki i aparatura

Aceton

Acetaldehyd

2-propanol

Woda demineralizowana

Kolby miarowe (20 ml) 3 szt.
Pipeta Pasteura (3 ml) min. 3 szt.
Pipeta wielomiarowa 0,5 ml
Kuweta kwarcowa 10 mm
Spektrofotometr diodowy

Wstep

Il.  Chromofory

Chromofory to fragmenty czasteczki, ktére w widmie elektronowym wykazuja pasma wskazujace na réznice energii
pomiedzy poziomem stacjonarnym i wzbudzonym czasteczki porownywalne z energiami Swiatta UV-Vis, ktore jest
przez nie absorbowane.

Na ogdt sg to ugrupowania, ktdre zawierajg wigzania 7. Wsrdd chromoforow wymieni¢ mozna na przyktad: dieny,
nitryle, grupy karbonylowe lub karboksylowe,

Inne rodzaje chromoforéw to kompleksy metali przejsciowych i ich jony.

Czasteczki bez chromofordw, takie jak woda, alkany lub alkohole, powinny by¢ zatem idealnymi rozpuszczalnikami
do zastosowania w spektroskopii UV-Vis, poniewaz prawie nie wykazujg absorbcji w tym zakresie widma.
Ponizszy eksperyment pokazuje, ze niewielkie zmiany w strukturze czasteczek moga prowadzi¢ do znacznych
réznic w widmach absorbcii.

Wykonanie éwiczenia

1. Przygotowa¢ nastepujace roztwory:
a. Do kolby miarowej o pojemno$ci 25 ml wprowadzi¢ 100 mcl acetonu, uzupetni¢ wodg
demineralizowang do kreski.
b. Do kolby miarowej o pojemnos$ci 25 ml wprowadzi¢ 200 mcl acetaldehydu, uzupetni¢ wodq
demineralizowang do kreski.
c. Do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml wprowadzi¢ 100 mcl 2-propanolu, uzupetni¢ wodg
demineralizowang do kreski.
2. Do kuwety wprowadzi¢ ok. 1 ml wody demineralizowanej. Wykonaj pomiar referencyjny — pomiar tta
(F4).
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3. Do kuwety wprowadzi¢ kolejno ok. 1 ml przygotowanego wczesniej roztworu acetonu, acetaldehydu,
2 - propanolu. Zarejestruj widma (F5) w zakresie promieniowania 200 do 350 nm.

4. Pracowac w trybie naktadania widm.

Opracowanie wynikow

1. Uzupetni¢ ponizszg tabele dtugosciami fal absorbcji i odpowiadajacymi im wartosciami maksimow
absorbcji kazdego zwigzku.

Tabela 4. Zmierzone dtfugosci fal i wartosci absorbancji maksimow absorbcji

. . Amax Absorbancja
Zwigzek Wzor strukturalny i [AU]
Aceton
Acetaldehyd
2-Propanol

2. Omow réznice w widmach UV tych zwigzkow, biorac pod uwage ich wzory strukturalne?

Widoczne w zarejestrowanym widmie UV-Vis pasma absorbcji aldehydu octowego i acetonu sqg
spowodowane obecnoscig chromoforu ................. (wpisz wzér strukturalny chromoforu). Nalezy
zauwazy¢, ze potozenie i intensywnos¢ pasm absorbcji sg podobne. Jezeli ktdrykolwiek z tych
rozpuszczalnikébw musi by¢ uzyty do sporzadzania roztwordw probek do pomiardw w zakresie

promieniowania UV-Vis, absorbancja samego rozpuszczalnika bedzie miata wptyw na dane w zakresie

3. Ktdry z tych rozpuszczalnikdw bytby najlepszy jako rozpuszczalnik do analiz zakresie promieniowania UV-
Vis?

W czasteczce 2-propanolu nie malwystepuje chromofor(u) dlatego nie wykazuje on znaczacego pasma
absorbcji w zakresie promieniowania UV-Vis. Jest to prawie idealny rozpuszczalnik do badan w zakresie

promieniowania UV-Vis.
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Eksperyment 3

Odczynniki i aparatura

Wstep

Benzofenon

Benzofenon w etanolu 25 mg/25 ml
Benzofenon w cykloheksanie 25 mg/25 ml
Benzofenon w n-heksanie 25 mg/25 ml
Benzofenon w acetonitrylu 25 mg/25 ml
Benzofenon w chlorku metylenu 25 mg/25 ml
Etanol ((CH;CH,0H)

Cykloheksan

n-Heksan (CH;(CH,),CH;

Acetonitryl (CH3CN)

Chlorek metylenu (CH,Cl,)

Kolby miarowe (100 ml) 5 szt.
Pipeta Pasteura (3 ml) min. 15 szt.
Pipeta 1 ml

Kuweta kwarcowa 10 mm
Spektrofotometr diodowy

Benzofenon

.

Cykloheksan

lll.  Wplyw rozpuszczalnika na widma UV-Vis

Jak juz wiemy chromofory powodujg powstawanie "charakterystycznych" pasm absorbcji. Zmiany w ich otoczeniu
(zaréwno wewnatrz jak zewnafrz czasteczkowe) powodujg zmiany w ich poziomach energii w stanie podstawowym,
ktdre z kolei wptywajg na dtugosc fali i intensywnos¢ absorbcii.

Ponizszy eksperyment pokazuje, ze czynniki zewnetrzne, w tym przypadku zastosowany rozpuszczalnik wptywajg
na energie chromoforu. Poniewaz uzyta substancja (benzofenon) wykazuje zaréwno silne, jak i stabe pasma

absorbcji przy réznych diugosciach fal, zbadane zostang dwa rézne stezenia prébki.

Wykonanie éwiczenia

W kolbach miarowych o pojemnosci 25 ml przygotowano pie¢ roztworéw benzofenonu o stezeniu 25

mg/25 ml (1mg/ml) we wskazanych rozpuszczalnikach.

Przygotuj przez 100. krotne rozcierczenie roztworéw wyjsciowych rozcieficzone roztwory benzofenonu

dla kazdego rozpuszczalnika o zawarto$ci 10 mcg/ml benzofenonu (w kolbach o pojemnosci 10 ml)

Pomiar spektrofotometryczny dla kazdego roztworu wykonaj w nastepujacych krokach:

a. Pomiar referencyjny (odniesienia) — pomiar tta. Wprowadzi¢ do kuwety ok 1 ml odpowiedniego

rozpuszczalnika. Wykonaé pomiar referencyjny (F4).
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b. Zmierzy¢ widma absorpcji roztwordw podstawowych benzofenonu (1 mg/ml) w zakresie
promieniowania 300 do 400 nm (F5). Dokonaj interpretacii zjawisk zachodzacych w widmach
(Tabela 5).

c. Zmierzy¢ widma absorpcji rozcienczonych roztworéw benzofenonu (10 mcg/ml) w zakresie
promieniowania 225 do 300 nm (F5). Dokonaj interpretacji zjawisk zachodzacych w widmach
(Tabela 5).

Opracowanie wynikoéw

1. Wprowadzi¢ dtugosci fal maksimow absorbcji benzofenonu dla réznych rozpuszczalnikéw do ponizszej
tabeli.
2. Miarg polarnosci rozpuszczalnika jest jego stata dielekiryczna. Sprawdz state dielektryczne uzytych

rozpuszczalnikow i wprowadz je do ponizszej tabeli.

Tabela 5. Zmierzone dtugosci fal i wartosci absorbancji maksimow absorbcji

Aimax, PasMo 2
Amax, Pasmo 1 mazx P

Rozpuszczalnik [nm], izl Stata dielektryczna
(roztwory stezone) roz(g(i)ezgv(\:/ggée)

n-Heksan

Cykloheksan

Etanol

Acetonitryl

Chlorek metylenu

3. Czyistnieje zwigzek miedzy polarno$cig rozpuszczalnika, a dtugo$cig fali dla jego maksymainej absorbcji?

Istnieje/brak jest* wyrazna(ej) zalezno$¢(ci) miedzy dtugosciami fal maksimow absorbcji a polarnoscig
zastosowanego rozpuszczalnika.

Wskaz obserwowane kierunki zmian:

Przesunigcia pasma w kierunku fal dtuzszych nazywane jest przesunieciem bathochromowym.

Przesunigcia do nizszych dtugo$ci fal nazywane sg przesunieciami hipsochromowymi.

4. Czy mozna zaobserwowac jakakolwiek zmiane postaci pasm absorbcji w zakresie dtugosci fali od 300 do

400 nm towarzyszacg zmianom polarno$ci rozpuszczalnika?
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Pasma w zakresie od 300 do 400 nm pokazuja, ze rozpuszczalniki niepolarne/polarne*, takie jak alkany,
pozwalajg na zachowanie struktur dyskretnych w widmach wielu zwigzkéw. Polarne/Niepolarne
rozpuszczalniki, takie jak woda i alkohole, uwidaczniajg tylko szerokie i pozbawione cech dyskretnych
pasma.

5. Czy wazne jest uzycie tego samego rozpuszczalnika, aby uzyska¢ spdjne wyniki, na przyktad miedzy

pomiarami wykonanymi w réznych laboratoriach?

Do wszystkich pomiaréw analiz pordwnawczych nalezy/nie trzeba stosowaé ten/tego sam(ego)

rozpuszczalnik(a).




Analiza Instrumentalna

Cwiczenia laboratoryjne: Spektroskopia UV-Vis |

Materiaty powstaty na podstawie:
1. ,Fundamentals of UV-visible Spectroscopy”, Workbook, Agilent Technologies, 2000
2. ,Fundamentals of UV-visible Spectroscopy”, Primer, Tony Owen, Agilent Technologies, 2000
3. ,The Basics of UV-Vis Spectrophotometry”, Agilent Technologies, 2021




