Cwiczenie nr 21

ABSORPCJA ROZTWOROW BARWNIKOW ORGANICZNY CH.
ANALIZA SKEADU ROZTWORU

Aparatura

1. Spektrofotometr
2. Roztwoér fluoresceiny 2- 10~* mol/dm?3 (200 uM)
3. Roztwor rézu bengalskiego 2-10™* mol/dm3 (200 uM)

Przebieg ¢wiczenia:

1. Wiaczy¢ spektrofotometr przetgcznikiem znajdujacym si¢ z tytu obudowy.
Nie podnosi¢ pokrywy komory pomiarowej podczas uruchamiania spektrofotometru.

2. Odczeka¢ okoto 15 minut. W tym czasie przygotowywac roztwory do pomiaréw.

I. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW BARWNIKOW DO POMIAROW

1. Stezenia wyjsciowe wodnych roztworéw dwoch barwnikow: fluoresceiny (FL) i r6zu bengalskiego (RB)
wynoszg 2:10™* mol/dm? (200 uM).

2. Na pipetg 2 natozy¢ koncoéwke z pudetka 2, ustawi¢ odpowiednig objetos¢ na pipecie uzywajac gérnego
pokretta.

3. Sporzadzi¢ z roztworu wyj$ciowego kazdego barwnika seri¢ roztworéw o stezeniach: 2, 3,4,5,6,7i 8
pmol/dm’ i koficowej objetosci réwnej 10 em’. Do rozcieficzania uzy¢ wody destylowanej.

Do sporzadzenia roztwordéw drugiego barwnika nalezy uzy¢ nowej koncowki.

4. Roztwory doktadnie wymiesza¢ za pomocg szklanej bagietki lub korka (cylinderek zatka¢ korkiem i
kilkakrotnie ostroznie przechyli¢ go). Przed mieszaniem kolejnych roztwordéw bagietke lub korek nalezy
osuszy¢ lignina.

II. WYZNACZENIE MOLOWEGO WSPOLCZYNNIKA ABSORBANCJI DLA
BADANYCH BARWNIKOW

1. Odczyta¢ z wykresu widm absorpcyjnych analityczna dtugo$¢ fali (z doktadnoscig do 1 nm) dla pasma
monomeru fluoresceiny (FL) i r6zu bengalskiego (RB), a nastepnie wpisac je do tabeli 1.

2. Nala¢ wode destylowana do kuwety pomiarowej (do ok. % jej objetosci).

3. Wstawi¢ kuwete do komory pomiarowej spektrofotometru w taki sposdb, aby niewielki, matowy trojkat
znajdujacy si¢ na gornej czesci kuwety pokrywal si¢ z biatg linia wewnatrz komory pomiarowej. i
zamknaé pokrywe.

Kuwete nalezy wktada¢ (wyjmowac) trzymajac wytacznie za boczne (matowe) Scianki.

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

1/c21



10.

11.
12.

13.

14.

I11.

Przy pomocy przyciskéw oznaczonych ,,100”, ,,010” 1 ,,001” nastawi¢ analityczng dtugos¢ fali dla
fluoresceiny odczytang z wykresu i zapisang w tabeli 1. Pierwszy z tych przyciskéw stuzy do ustawienia
dtugosci fali rzedu setek nanometréw, drugi dziesiatek, a trzeci jednosci.

Wyzerowac aparat przy ustawionej dlugosci fali przyciskajac klawisz ,,BLANK”.
Wyciagna¢ kuwete z woda destylowana.

Napetni¢ druga sucha kuwete pomiarowa roztworem fluoresceiny o majnizszym ze sporzadzonych
stezeh 1 wlozy¢ ja w miejsce, w ktorym znajdowata si¢ kuweta z wodg destylowang.

Zamkna¢ pokrywe pomiarowa, nastepnie po kilku sekundach odczyta¢ warto$¢ absorbancji z
wy$wietlacza i wpisa¢ ja do odpowiedniego wiersza w tabeli 2.

Wylaé roztwér z kuwety, odwréci¢ kuwete do géry dnem i osuszy¢ ja poprzez przycis$niecie jej do
ligniny.

Wila¢ do kuwety roztwor o nastepnym, wyzszym stezeniu i postgpi¢ tak jak w punktach od 8 do 10.
Analogiczne pomiary przeprowadzi¢ dla roztworéw rézu bengalskiego.

Nie wylewa¢ roztworéw FL i RB o stezeniu 8 pmol/dm’, beda potrzebne do dalszych pomiarow.

Dane zebrane w tabeli 2 przedstawi¢ na jednym ukladzie wspélrzednych w formie wykresu funkcji
A(c) = &l-c (absorbancja od st¢zenia).
Wykres nalezy sporzadzi¢ na papierze milimetrowym.

Na podstawie sporzadzonego wykresu wyznaczy¢ graficznie warto$¢ molowego wspdtczynnika
absorpcji (€) dla badanych barwnikéw i wpisa¢ otrzymang wartos¢ w odpowiednie ramki, pod tabelg 2.

WYZNACZANIE STEZENIA ROZU BENGALSKIEGO W ROZTWORZE
DWUSKLEADNIKOWYM

1. Roztwor dwusktadnikowy nalezy przygotowac przez zmieszanie réznych $cisle okreslonych objetosci

(wiekszej objetosci FL 1 mniejszej objetosci RB) roztworéw barwnikdéw o najwyzszym stgzeniu

¢ = 8 umol/dm’, sporzadzonych w pkt. 1.3. Wpisa¢ te objetosci do tabeli 3.

2. Wyznaczanie stezenia rézu bengalskiego w roztworze dwuskladnikowym.
Analiza widm absorpcyjnych obu barwnikéw dostarcza dwoch bardzo waznych informac;ji:

a. dla dtugosci fal z zakresu od ok. 530 nm do ok. 560 nm absorpcja roztworu fluoresceiny jest
praktycznie rowna zeru,

b. dla dtugosci fal z zakresu od ok. 450 nm do ok 520 nm absorpcja roztworu dwusktadnikowego jest
suma absorpcji r6zu bengalskiego i fluoresceiny.

3. Biorac pod uwage addytywno$¢ absorpcji oraz powyzsze informacje, mozemy wyznaczy¢ st¢zenie RB
w roztworze dwuskladnikowym na podstawie krzywej wzorcowej sporzadzonej dla tego barwnika

w punkcie I1.13. W tym celu nalezy:

a. odczyta¢ absorbancj¢ roztworu dwusktadnikowego przy dtugosci fali, przy ktérej potozone jest
maksimum pasma absorpcyjnego RB i wpisac ja do tabeli 4,

b. zaznaczy¢ odczytang absorbancj¢ na krzywej wzorcowej dla RB, sporzadzanej w punkcie I1.13 i
odczytac z tej krzywej stgzenie RB. Odczytane stezenie RB w roztworze dwusktadnikowym zapisac
w tabeli 4 formularza.

4. Teoretyczne wyznaczenie stezen barwnikow

Na postawie znajomosci objetosci i stezenia roztwordw uzytych do przygotowania roztworu
dwusktadnikowego, obliczy¢ teoretyczne stgzenia FL i RB w tym roztworze i wpisac je do tabeli 5
formularza. Nalezy poréwna¢ warto$¢ obliczong stezenia RB z warto$cia wyznaczong w punkcie IIL.2.
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Wymagane wiadomosci teoretyczne

Na czym polega metoda analityczna nazywana spektroskopia?

[N

Omoéwic typy wigzan chemicznych w czasteczkach zwigzkéw organicznych i poda¢ nazwy orbitali
molekularnych.

Co nazywamy chromoforem w strukturze czasteczki organicznej?

Wyjasni¢ pojecia: stan podstawowy czasteczki, stan wzbudzony czasteczki.

Wymieni¢ rodzaje przejs$¢ elektronowych w czasteczkach zwigzkéw organicznych.

Co nazywamy spektroskopig UV/VIS?

NNk W

Prawa absorpcji $wiatla:
a. prawo Lamberta (I prawo absorpcji)
b. prawo Lamberta-Beera (IT 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. Podaé gtéwny warunek, przy spelnieniu ktérego przy statej temperaturze czgsteczki barwnika organicznego w
roztworze beda wystgpowac w postaci monomeru.
11. Wymieni¢ przyczyny powodujace odstgpstwa od stosowalnosci prawa Lamberta-Beera.
12.  Analiza spektrofotometryczna mieszaniny dwusktadnikowe;.
a. interpretacja i omdéwienie rownania (zamieszczone we wstepie do ¢wiczenia) wynikajacego z
addytywnoSci absorpcji dwoch barwnikow organicznych
b. omodwienie sposobu wyznaczania niewiadomego stezenia i rézu bengalskiego (RB) w mieszaninie
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Podpis prowadzacego ¢wiczenia

I. Analiza widm absorpcyjnych barwnikow.

Tabela 1. Analityczne dtugosci fali odczytane z widm absorpcyjnych barwnikéw.

Amax [nm] FL

Amax [nm] RB

II. Graficzne przedstawienie wynikéw pomiaréw.

Tabela 2. Zalezno$¢ absorbancji od stezenia barwnikow.

Lp. | Stezenie FL
[mol/dm]

Absorbancja (FL)

Stezenie RB
[mol/dm’]

Absorbancja (RB)

NSRRI

SFL =

SRB =

II1. Wyznaczanie steZenia rézu bengalskiego w roztworze dwuskladnikowym

Tabela 3. Zastosowane objetosci barwnikow.

Zastosowana objetos¢
FL

RB

Zastosowana objetos¢
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Tabela 4. Wyznaczanie stezenia RB na podstawie krzywej wzorcowej

Tabela 5. Teoretyczne stezenie FL i RB w roztworze dwuskladnikowym

A (nm)

AV

CRB

teore
XF L

teorei
XRB
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