Laboratorium: Cwiczenia z Chemii Analitycznej Kierunek: Zaawansowane Materiaty i Nanotechnologia

ELEMENTY ANALIZY INSTRUMENTALNEJ

Cwiczenie 3
Temat: Spektrofotometria UV/ViS

SPEKTROFOTOMETRII — podstawy teoretyczne

SPEKTROFOTOMETRIA jest technikg instrumentalng, w ktorej do celéw analitycznych
wykorzystuje sie przejscia energetyczne zachodzgce w czgsteczkach, spowodowane absorpcjg
promieniowania elektromagnetycznego w zakresie nadfioletu (UV, 200-380 nm), widzialnym (VIS,
380-780 nm) lub bliskiej podczerwieni (0,78-30000 um). W analizie nieorganicznej zastosowanie
znajduje gtéwnie spektrofotometria UV i Vis.

Metodg spektrofotometrii UV-Vis mozna oznacza¢ substancje organiczne (np. wiele zwigzkdéw
posiadajgcych wigzanie n lub elektrony n, w tym weglowodory aromatyczne, aldehydy, ketony,
kwasy i aminy) i nieorganiczne (np. pierwiastki ziem rzadkich, ozon, SO,) wykazujgce absorpcje
w nadfiolecie, zwigzki absorbujgce promieniowanie w zakresie widzialnym, w tym barwne zwigzki
organiczne (barwniki) i barwne sole metali (np. KMnO,, CuSQO,) oraz substancje, ktérych formy
absorbujgce promieniowanie uzyskuje sie¢ na drodze reakcji chemicznych. Do celéw tych
najczesciej wykorzystuje sie reakcje kompleksowania. Opracowano wiele procedur oznaczeh
kationow metali w formie barwnych zwigzkéw kompleksowych z ligandami organicznymi.

| prawo absorbcji (prawo Lamberta)

Wigzka promieniowania monochromatycznego po przejsciu przez jednorodny osrodek absorbujgcy
o grubosci b ulega ostabieniu zgodnie z rownaniem

Gdzie: Iy - natezenie wigzki promieniowania monochromatycznego padajgcego na jednorodny
osrodek absorbujacy, | - natezenie promieniowania po przejsciu przez osrodek absorbujgcy, k -
wspoitczynnik absorpcji, e - podstawa logarytméw naturalnych. Stad:

| |
InTO =kb=A lub A:IogTO =ab

gdzie: a = O, 4343k, a A - zdolno$¢ pochtaniania promieniowania zwana absorbancja.

I prawo absorpcji mozna zatem sformuftowaé w sposob nastepujgcy: absorbancja jest
proporcjonalna do grubosci warstwy absorbujacej, jesSli wigzka promieniowania
monochromatycznego przechodzi przez jednorodny osrodek absorbujacy.

Il prawo absorpciji (prawo Lamberta-Beera)

Prawo to dotyczy absorpcji promieniowania przez roztwory. Jesli wspodtczynnik absorpciji
rozpuszczalnika jest rébwny zeru, to wigzka promieniowania monochromatycznego po przejsciu
przez jednorodny roztwor substancji absorbujgcej o stezeniu ¢ ulega ostabieniu zgodnie
z rébwnaniem
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Stad, po przeksztatceniach:

|
A= IogT0 = abc

Il prawo absorpcji mozna sformulowa¢é w sposéb nastepujacy: jezeli wspébiczynnik
absorpcji rozpuszczalnika jest rowny zeru, to absorbancja wigzki promieniowania
monochromatycznego przechodzgcej przez jednorodny roztwor jest wprost proporcjonalna
do stezenia roztworu c i do grubosci warstwy absorbujacej b.

Wielko$¢ a jest wtasciwym wspoétczynnikiem absorpcji, gdy stezenie wyrazamy w kg-dm™ lub
g-cm™. Natomiast gdy stezenie ¢ wyrazamy w mol-dm™, réwnanie to przybiera posta¢:

A =¢cb

gdzie € - molowy wspétczynnik absorpcji, a jego wymiar podawany jest [dm* mol™-cm™] lub
w jednostkach SI [m? - mol™].

Wartos¢ absorbancji A i wartos¢ molowego wspétczynnika absorpcji € zalezy od dtugosci fali A
promieniowania padajgcego. Wykres zaleznosci A lub £ od diugosci fali A okresla sie¢ mianem
krzywej absorpcji lub elektronowym widmem absorbcyjnym.

Prawo  addytywnosci __absorbancji (il prawo  absorpcji)  wykorzystuje  sie
w spektrofotometrycznej analizie uktadéw wielosktadnikowych. Jezeli w roztworze jest wiecej
substancji, ktére absorbujg promieniowanie przy wybranej dtugosci fali, to absorbancja tego
roztworu jest rbwna sumie absorbancji jego poszczegdlnych sktadnikow:

Zaleznoé¢ tg zapisuje sie jako:

A=A +A,+Az; + ...+An=(81C1 + £,Cr + €3C3 + ...+8nCn)'|

gdzie: &4, €, €3 i &, - wspoiczynniki absorpcji odpowiednich substancji obecnych w roztworze; c;,
Cz, C3 i C, - stezenia tych substanciji; | - grubos¢ warstwy absorbujgcej.

Ograniczenia w stosowaniu prawa Lamberta-Beera (L- B)

W mysl Il prawa absorpcji zalezno$¢ absorbancji od stezenia powinna mie¢ charakter liniowy.
Jednak w praktyce nalezy liczy¢ sie z odstepstwami od takiej zaleznosci. Spotykamy sie zaréwno
Z ujemnymi, jak i z dodatnimi odchyleniami od przebiegu prostoliniowego. Odchylenia takie sg
wywotane przez:
1. podstawowe ograniczenia praw
e wystepujg inne oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego
e L-B odnosi sie do roztworéw rozcienczonych (c<10? mol-dm™), bowiem przy wiekszych
stezeniach warto$¢ wspédtczynnika absorpcji zalezy zwykle od stezenia oznaczanej
substancji. Zalezno$¢ pomiedzy absorbancjg a stezeniem analitu, w warunkach gdy
badany uktad spetniania prawo L—B ma charakter prostoliniowy i mozna jg wykorzysta¢ do
wyznaczenia stezenia analitu w prébce.
2. czynniki chemiczne
o powodujgce odchylenia od prostoliniowego przebiegu absorbancji sg zwigzane z reakcjami
chemicznymi zachodzgcymi w analizowanym roztworze
e zmiana pH roztworu,
zachodzenie w badanym roztworze reakcji dysocjacji, asocjacji, polimeryzacji, solwatacji,
a takze rézne reakcje kompleksowania. Takim reakcjom towarzyszg zmiany wiasciwosci
optycznych analizowanych roztworéw.
3. czynniki aparaturowe
¢ niedostateczna monochromatyzacja promieniowania,
e wystepowanie promieniowania rozproszonego.
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Kalibracja

W spektrofotometrii do wyznaczenia stezenia oznaczanej substancji wykorzystuje sie zwykle
pomiar absorbancji roztworu zawierajgcego dany analit. W zaleznosci od $rodowiska
chemicznego, w ktérym znajduje sie analit, jak réwniez ustalonych warunkéw pomiarowych
wartosé sygnatu mierzonego dla danego stezenia analitu moze ulega¢ zmianie i stad nie moze
jednoznacznie $wiadczy¢ o ilosci analitu w probce. Dlatego konieczne jest przeprowadzanie
kalibracji danego oznaczenia.

Istniejg rozne metody kalibracji, do najczesciej stosowanych nalezy metoda interpolacyna (tzw.
metoda serii wzorcow). W metodzie tej przygotowuje sie roztwory wzorcowe, czyli syntetyczne
roztwory o znanych, Scisle ustalonych stezeniach analitu. Po poddaniu tych roztworéw pomiarom,
przedstawia sie otrzymane wyniki w ukfadzie wspotrzednych sygnat (w przypadku spektrofotometrii
jest to zazwyczaj absorbancja) — stezenie analitu, a nastepnie dopasowuje sie do nich okreslong
funkcje (zazwyczaj linie prostg). Pomiary wykonuje sie zwykle przy okreslonej diugosci fali,
najczesciej odpowiadajgcej maksimum absorpcji oznaczanej substancji oraz wzgledem roztworu
odniesienia (tzw. $lepej prébki), czyli roztworu przygotowanego analogicznie jak roztwory
wzorcowe i roztwor prébki, lecz nie zawierajgcego analitu. Prostoliniowy przebieg zaleznosci
A=f(c) Swiadczy o spemieniu przez badany uktad prawa Lamberta-Beera. Wyznaczenie
wspotczynnika kierunkowego tej prostej umozliwia obliczenie wspoétczynnika absorpciji oznaczanej
substancji. W celu wyznaczenia stezenia analitu w prébce rejestruje sie odpowiadajgcy jej sygnat
i odnosi sie go do linii kalibracyjnej. Roztwor probki powinien by¢ przygotowany w taki sposéb, by
maksymalny zakres stezen analitu w roztworach wzorcowych obejmowat przewidywane jego
stezenie w prébce.

Aparatura

Do badania absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w nadfiolecie i zakresie
widzialnym widma stuzg spektrofotometry UV-VIS. Schemat blokowy spektrofotometru
przedstawiono na ponizszym rysunku.

Zrédto .
Roztwor - -
promieniowania | Monochromator badan _| Detektor =| Wskaznik
ciggtego - y i rejestrator
Lampa Pryzmat lub Uchwyt Fotokomérka, Galwanometr,
wolframowa lub siatka i kuweta fotopowielacz, mikroprocesor
halogenowa dyfrakcyjna fotodioda

Rys.1. Schemat blokowy spektrofotometru UV/Vis

SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZENIE FE(IIl) METODA RODANKOWA

Jony rodankowe (tiocyjanianowe) w kwasnym sSrodowisku reagujg z Fe(lll) tworzgc czerwono
zabarwione kompleksy zelazowo-rodankowe (Amax = 480 nm). W wyniku stopniowej reakc;ji
kompleksowania w roztworze moga powstaé kompleksy Fe(SCN)**, Fe(SCN)," itd., az do
Fe(SCN)s>. Stezenia reagentéw i pH $rodowiska decyduja, ktdére z komplekséw przewazajg
w roztworze. W roztworach o matych (mikrogramowych na mL) stezeniach Fe(lll) przewaza
pierwszy kompleks w szeregu. Kwasowos¢ roztworu powinna byé co najmniej taka, aby nie
dopusci¢ do hydrolizy jonow Fe(lll), ktéra zaczyna sie juz przy pH ok. 3.

Metoda rodankowa mozna oznaczaé¢ Fe(lll) lub calkowitag zawartosé zelaza, po utlenieniu
Fe(ll).
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Oznaczaniu przeszkadzajg aniony tworzgce z Fe(lll) trwate kompleksy: fluorki, fosforany,
cytryniany i szczawiany. Przeszkadzajg rowniez jony metali tworzgcych w warunkach reakc;ji
barwne kompleksy (Co, Mo, Bi, Ti).

Zadanie 6.

Oznaczenie zelaza(lll) metoda spektrofotometrii UV/ViS

Aparatura:
o spektrofotometr LAMBDA XLS plus firmy Perkin Elmer

Odczynniki i naczynia:

e roztwér podstawowy soli Fe** o stezeniu 1 mg Fe**/mL
roztwor posredni soli Fe** o stezeniu 10 ug Fe*/mL
0,4% (0,1 mol/L) HCI
0,1% (0,028 mol/L) HCI
20 % roztwér KSCN
kolba miarowa o poj. 100 mL
mikrobiureta (25 mL)

6 kolbek (50 mL)
lejek szklany

Prébka:
e roztwor zelaza (lll) o nieznanym stezeniu

Wyznaczenie analitycznej dtugosci fali dla kompleksu Fe**z tiocyjanianem:

Dla roztworu wzorcowego (sporzadzonego przy uzyciu 6 ml roztworu posredniego soli Fe*,
zgodnie z zamieszczonym nizej przepisem) zbadaé absorbancje w zakresie 350-550 nm,
dokonujgc pomiaréw przy dtugosciach fali réznigcych sie 0 10 nm.

Przygotowanie roztworéw wzorcowych i sporzadzenie wykresu kalibracyjnego:

1. Z roztworu podstawowego o stezeniu 1mg Fe*/mL sporzadzié roztwdr roboczy o stezeniu
10 ng Fe /mL przez 100-krotne rozcienczenie (w kolbie miarowej na 100 mL) zelaza(lll) 0,1%
roztworem HCI

2. Z wykorzystaniem roztworu roboczego przygotowaé roztwory wzorcowych zelaza(lll)
w nastepujgcy sposoéb:
. do kazdej kolbki, uzywajgc cylinder i lejek, nala¢ 20 mL kwasu solnego.
o nastepnie za pomocg mikrobiurety odmierzy¢ odpowiednie ilosci roztworu roboczego
o stezeniu 10 pg/mL : 0 (Slepa prébka), 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 i 10,00 mL,
. nastepnie dodaé 5,0 mL 20% roztworu tiocyjanianu potasu® ,
o uzupetni¢ do kreski 0,4% HCI.

Roztwory dokfadnie wymieszaé

Nastepnie kolejno roztwory wlewac¢ do kuwety i zmierzy¢ ich absorbancje przy dtugosci fali
A=480 nm stosujgc jako odnosnik roztwor slepej probki.
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Oznaczenie zelaza w badanej probce:

1. Probke zelaza (lll) w kolbce miarowej o poj 100 mL rozcienczy¢ wodg 2 x destylowang
(uzupetni¢ kolbke wodg do kreski)

2. Z otrzymanego wyzej roztworu odpipetowac porcje po 25 mL do trzech kolbek miarowych
0 poj. 50 mL

3. Do kazdej kolbki doda¢ 10,0 mL 20% roztworu tiocyjanianu potasu i uzupetmié¢ 0,4% HCI do
kreski

Roztwory dokfadnie wymieszaé

Nastepnie przelaé kolejno do kuwety i zmierzy¢ trzykrotnie absorbancje przy dtugosci fali 480
nm, stosujgc jako odnosnik roztwor Slepej prébki

Na podstawie wyznaczonego réwnania krzywej Kkalibracyjnej obliczy¢ stezenie zelaza
w badanym roztworze, a nastepnie obliczy¢ ilos¢ zelaza (w mg) w prébce wyjsciowej, stosujac
odpowiedni wzor:

X=(c-V-W)/1000 [mg]

gdzie: c —stezenie zelaza obliczone na podstawie réwnania wykresu kalibracyjnego [ug/mL]
V — objeto$¢ probki (50 mL)
W — wspotmiernos¢ kolby i pipety

*Uwaga:

Kompleks zelazo-tiocyjanian jest nietrwaly, dlatego nalezy dodawa¢ tiocyjanian do
wszystkich prébek (zardwno wzorcowych jak i analizowanych) bezposrednio przed
pomiarem absorbanciji.

Opracowanie wynikéw:

. Na papierze milimetrowym lub w dowolnym programie komputerowym narysowac¢ wykres
zaleznosci A od A w zakresie badanym (350-550 nm). Na podstawie otrzymanego wykresu
krzywej absorbcji okresli¢ dtugosé, przy ktdrej absorbancja osigga maksimum.

o Na podstawie uzyskanych wynikéw sporzadzi¢ wykres kalibracyjny A=f(c)

o Dla badanego roztworu zelaza (lll) wyznaczy¢ stezenie analitu z rownania regresji oraz
obliczy¢ zawartosc¢ zelaza(lll) w wyjsciowej prébce w [mg].



