Cwiczenie nr 36

ABSORPCJA ROZTWOROW BARWNIKOW ORGANICZNYCH.
ANALIZA SKEADU ROZTWORU

Aparatura

1. Spektrofotometr
2. Roztwér fluoresceiny 2 x 10 mol/dm* (200 pM)
3. Roztwér rézu bengalskiego 2 x 10™* mol/dm? (200 puM)

Przebieg ¢wiczenia

1. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW BARWNIKOW DO POMIAROW

1. Stezenia wyjsciowe wodnych roztworéw dwdch barwnikéw: fluoresceiny (FL) i r6zu bengalskiego (RB)
wynosza 2 x 10 mol/dm’ (200 um).

2. Z roztworu wyjsciowego kazdego barwnika sporzadzi¢ seri¢ roztworéw o stezeniach: 2, 3,4, 5,6, 71 8
p.mol/dm3 i koncowej objetoéci réwnej 10 em®. Do rozcienczania uzyé wody destylowanej. Roztwory
doktadnie wymieszaé (cylinderek zatka¢ korkiem i kilkakrotnie ostroznie przechyli¢ go. Przed mieszaniem
kolejnych roztworéw korek nalezy osuszy¢ przy pomocy ligniny).

II. WYZNACZENIE MOLOWEGO WSPOECZYNNIKA ABSORBANCJI DLA BADANYCH
BARWNIKOW

A. POMIARY
Wiaczy¢ spektrofotometr przetacznikiem znajdujacym si¢ z tytu obudowy. Nastepnie odczekaé co najmniej
15 minut. W tym czasie przygotowywac roztwory do pomiarow.
Przed pomiarami odczyta¢ z wykresu widm absorpcyjnych analityczng dlugo$¢ fali (z doktadnosciag do 1
nm) dla pasma monomeru fluoresceiny (FL) i r6zu bengalskiego (RB), a nastgpnie wpisa¢ je do tabeli L.

UWAGA 1: Podczas uruchamiania spektrofotometru nie podnosi¢ pokrywy komory pomiarowej
UWAGA 2: kuwety nalezy wkladaé (wyjmowac) trzymajac wylacznie za boczne (matowe) $cianki.

UWAGA 3: Nie wylewaé roztworow FL i RB o stezeniu 8 umol/dm3, uzytych do sporzadzania
mieszaniny, bedg potrzebne do dalszych pomiaréw.

1. Wstawi¢ do komory pomiarowej spektrofotometru kuwetg napelniong woda destylowang w taki sposéb,
aby niewielki, matowy trojkat znajdujacy si¢ na goérnej czesSci kuwety pokrywat sie z bialg linia
wewnatrz komory pomiarowej. Zamkna¢ pokrywe.

2. Za pomoca klawisza ,,A/T/C” ustawi¢ tryb pomiaru na absorpcj¢ — w prawym dolnym rogu
wyswietlacza powinna pojawi¢ si¢ wowczas duza litera A.

3. Przy pomocy przyciskéw oznaczonych ,,100”, ,,010” i ,,001” nastawi¢ analityczna dlugos¢ fali dla
fluoresceiny odczytang z wykresu i zapisang w tabeli 1. Pierwszy z tych przyciskéw stuzy do ustawienia
dtugosci fali rzedu setek nanometrdw, drugi dziesiatek, a trzeci jednosci.
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4. Wyzerowa¢ aparat przy ustawionej dtugosci fali przyciskajac klawisz ,,BLANK”.

Wyciagnaé kuwete z woda destylowang.

6. Napetni¢ druga sucha kuwete pomiarowa wodnym roztworem fluoresceiny o najnizszym ze
sporzadzonych stezen i wlozy¢ ja w miejsce, w ktdrym znajdowata si¢ kuweta z woda destylowana.
Zamkna¢ pokrywe pomiarowa, nastgpnie po kilku sekundach odczyta¢ warto§¢ absorbancji z
wys$wietlacza i wpisa¢ ja do odpowiedniego wiersza w tabeli 2.

7. Wylaé roztwér z kuwety, odwréci¢ kuwete do géry dnem i osuszy¢ ja poprzez przycisnigcie jej do
ligniny. Nastepnie nalezy wla¢ do kuwety roztwdr o nastepnym, wyzszym stezeniu i postapic tak jak w
poprzednim punkcie (6).

8. Analogiczne pomiary przeprowadzi¢ dla roztworéw rézu bengalskiego.

b

B. GRAFICZNE PRZEDSTAWIENIE WYNIKOW POMIAROW

1. Dane zebrane w tabeli 2 przedstawi¢ na jednym ukladzie wspoélrzednych w formie wykres funkcji
A(c) = &1-c (absorbancja od stezenia).
2. Na podstawie sporzadzonego wykresu wyznaczy¢ graficznie warto$¢ molowego wspoétczynnika absorpcji

(¢) dla badanych barwnikéw i wpisa¢ otrzymang warto$¢ w odpowiednie ramki, pod tabela II.
I11. ANALIZA ROZTWORU DWUSKtEADNIKOWEGO

1. Roztwér dwusktadnikowy nalezy przygotowac przez zmieszanie réznych scisle okreslonych objetosci
(wickszej objetosci FL i mniejszej objgtosci RB) roztworéw barwnikéw o najwyzszym stezeniu ¢ = 8
pmol/dm’, sporzadzonych w pkt. 1.2. Wpisaé te objetosci do tabeli TIL.1.

2. Wyznaczanie steZenia fluoresceiny i r6zu bengalskiego w roztworze dwuskladnikowym.
Analiza widm absorpcyjnych obu barwnikéw dostarcza dwoch bardzo waznych informacji:
a. dla dlugosci fal z zakresu od ok. 530 nm do ok. 560 nm absorpcja roztworu fluoresceiny jest
praktycznie rdwna zeru,
b. dla dlugosci fal z zakresu od ok. 450 nm do ok 520 nm absorpcja roztworu dwusktadnikowego jest
sumg absorpcji rézu bengalskiego i fluoresceiny.
Z tego wzgledu do obliczenia stezenia fluoresceiny (Xg) 1 rézu bengalskiego (Xggp) W roztworze
dwusktadnikowym nalezy przygotowaé do pomiarow trzy roztwory w trzech kuwetach: roztwor
dwusktadnikowy, roztwér RB (8 pmol/dm’) i roztwér FL (8 pumol/dm?®) i nastepnie odczytaé absorbancie
tych trzech roztworéw przy dwoch dtugosciach fali: A; = 490 nm i A, =495 nm, oraz dodatkowo odczytaé
absorbancj¢ roztworu dwusktadnikowego przy dlugosci fali, przy ktérej potozone jest maksimum pasma
absorpcyjnego RB.
- zmierzone warto$ci absorbancji roztworéw wpisa¢ do tabeli I11.2 i I11.3,
- obliczy¢ i zapisa¢ brakujace wielkosci w tabeli I11.2.
Uwzgledniajac addytywno$¢ absorpcji obu barwnikéw, zmierzone absorbancje tych roztworéw spetniaja réwnanie:

AN _Xn , X Ag®)
AFL()\) CFL CRB AFL()\)

Nalezy zauwazy¢, ze rOwnanie to przedstawia funkcje liniowa y(k) = b + allk, gdzie:

A() b:ﬂ a= Xrs. k:—ARB(A)

y (k) = ) s 5
A (A) CrL Crp A ()

Stezenie fluoresceiny i r6zu bengalskiego w roztworze dwusktadnikowym oblicza si¢ z zaleznosci:

X =b Cr Xgre = Cgrg tg Q,
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gdzie cp_ oraz crp sa stezeniami roztworéw barwnikéw uzytych do sporzadzenia roztworu
dwusktadnikowego oraz b i tgd sg parametrami odczytanymi z wykresu.
Wykres sporzadza si¢ na podstawie danych z tabeli I11.2.

Przy prawidlowo przeprowadzonych
pomiarach dla roztworu dwusktadnikowego,

Prawidtowo wykres$lona linia jest nachylona pod linia przechodzaca przez dwa wyznaczone
punkty powinna utworzy¢ z osig k kat o, tak
.. T _ Xgs jak na rysunku
katem o spetniajagcym zalezno$¢: tga =
CRB y
) . C . —*r
i powinna przecina¢ o$ pionowa w punkcie b = —*=.
c
FL

3. Wyznaczenie stezenia rézu bengalskiego w roztworze dwuskladnikowym na podstawie krzywej
wzorcowej. Na podstawie informacji II.2.a, stezenie r6zu bengalskiego w roztworze dwusktadnikowym
mozna odczyta¢ bezposrednio z krzywej wzorcowej, sporzadzonej dla tego barwnika w punkcie I11.B.1.
W tym celu nalezy:

a. zaznaczy¢ odczytang absorbancje na krzywej wzorcowej dla RB, sporzadzanej w punkcie II B.1

iodczytac z tej krzywej stgzenie RB,

b. odczytane stezenie RB w roztworze dwusktadnikowym zapisa¢ w tabeli 111.3 formularza.
Wyznaczone w ten sposob stezenie RB w roztworze dwuskladnikowym nalezy potraktowaé jako
sprawdzenie wartos$ci stezenia tego barwnika wyznaczone w punkcie I11.2.

4. Na postawie znajomosci objetosci i stezenia roztworéw uzytych do przygotowania roztworu
dwusktadnikowego, obliczy¢ teoretyczne stezenie barwnikdéw w tym roztworze i wpisac je do tabeli 111.4
formularza. Wartosci stezen RB i FL obliczone teoretycznie (tabela II1.4) powinny by¢ w przyblizeniu
roéwne warto$ciom stezen RB i FL. wyznaczone zgodnie z procedurg opisang w pkt. II1.2 (tabela II1.2).

Wymagane wiadomosci teoretyczne

1. Naczym polega metoda analityczna nazywana spektroskopia?
Omoéwic typy wigzan chemicznych w czasteczkach zwigzkéw organicznych i poda¢ nazwy orbitali

N

molekularnych.
Co nazywamy chromoforem w strukturze czasteczki organicznej?
Wyjasni¢ pojecia: stan podstawowy czasteczki, stan wzbudzony czasteczki.
Wymieni¢ rodzaje przej$¢ elektronowych w czasteczkach zwiazkéw organicznych.
Co nazywamy spektroskopia UV/VIS?
Prawa absorpcji §wiatta:
a. prawo Lamberta (I prawo absorpcji)
b. prawo Lamberta-Beera (Il prawo absorpcji)
c. prawo addytywnosci absorpcji (III prawo absorpcji)
8. Co nazywamy elektronowym widmem absorpcyjnym i przy pomocy jakich parametréw opisujemy
takie widmo?
9. Wyjasni¢ pojecie monomeru i agregatu barwnika organicznego w roztworze wodnym.
10. Poda¢ gtéwny warunek, przy spetnieniu ktérego przy statej temperaturze czasteczki barwnika

N AW

organicznego w roztworze beda wystgpowac w postaci monomeru.
11. Wymieni¢ przyczyny powodujace odstepstwa od stosowalnosci prawa Lamberta-Beera.

3/c36



12. Analiza spektrofotometryczna mieszaniny dwusktadnikowe;j.
a. interpretacja i omOwienie réwnania (zamieszczone we wstepie do ¢wiczenia) wynikajacego
z addytywnosci absorpcji dwdch barwnikdéw organicznych
b. omoéwienie sposobu wyznaczania niewiadomego stezenia fluoresceiny (FL) i ré6zu
bengalskiego (RB) w mieszaninie
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Podpis prowadzacego ¢wiczenia

1. Analiza widm absorpcyjnych barwnikéw.

Tabela 1. Analityczne dlugosci fali odczytane z widm absorpcyjnych barwnikow.

Amax [NM] FL

Amax [NM] RB

II. Graficzne przedstawienie wynikow pomiaréw.

Tabela II. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia barwnikow.

Lp. |Stezenie FL
[mol/dm’]

Absorbancja (FL)

Stezenie RB
[mol/dm]

Absorbancja (RB)

q AR

SRB =

IIL. Obliczenie stezenia barwnikéw w roztworze dwuskladnikowym.

Tabela III.1. Zastosowane objetosci barwnikow.

Zastosowana objetos¢
FL

Zastosowana objetos¢

RB
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Tabela IIL.2. Wyznaczenie stezenia fluoresceiny i rézu bengalskiego w mieszaninie.

Absorbancja Absorbancja roztworu | Absorbancja roztworu A()\) A, ()\)
A (nm) roztworu FL o stezeniu RB o stezeniu e 7)\
dwusktadnikowego 8 pmol/dm’ 8 pmol/dm’ Az (M) A (A)
AN Arp(N)
490
495
XFL = XRB =

Tabela IIL.3. Wyznaczenie stezenia rézu bengalskiego w mieszaninie na podstawie krzywej wzorcowej.

Tabela II1.4. Teoretyczne stezenie FL i RB w roztworze dwuskladnikowym

A (nm)

AV

CRB

teore
XFL =

teorei
XRB
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