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I. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie molowego wspétczynnika absorpcji oraz
nieznanego stezenia zwigzku w roztworze z pomiaréw absorbancji.

Pytanie organu procesowego: Jakie jest stezenie fluoresceiny w dostarczonym materiale
dowodowym?

II. Wstep teoretyczny

Kiedy wigzka swiatta pada na badany materiat, to moze zosta¢: rozproszona,
zaabsorbowana lub ulec transmisji tzn. przenikng¢ przez badang prébke. Absorpcja swiatta
przez prébke polega na pochtonieciu czesci energii padajgcej wigzki przez atomy czy
czasteczki probki, powodujagc tym samym ich wzbudzenie do wyzszych standéw

energetycznych.
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Wigzka promieniowania monochromatycznego po przejsciu przez jednorodny osrodek
absorbujgcy o grubosci d ulega ostabieniu zgodnie z réwnaniem (prawo Lamberta):

I =1I,e7
gdzie: Ip - natezenie wigzki promieniowania monochromatycznego padajacego na osrodek
absorbujacy, I - natezenie promieniowania po przejsciu przez osrodek, k -wspdtczynnik
absorpcji, e - podstawa logarytmu naturalnego.

Po przeksztatceniach otrzymujemy:
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I I 2,303

W przypadku roztwordw, jezeli wspdtczynnik absorpcji rozpuszczalnika jest réwny zeru, to
absorbancja wigzki promieniowania monochromatycznego przechodzacej przez jednorodny
roztwoér jest wprost proporcjonalna do stezenia roztworu ¢ i do grubosci warstwy

absorbujgcej d (prawo Beera - Lamberta) co mozemy ostatecznie zapisac:
I
A,1=log7=£,1-c-d
Stezenie substancji ¢ wyraza sie w [mol/l], € - nosi nazwe molowego wspoétczynnika absorpciji,
jest charakterystyczny dla danego zwigzku i jest wyrazony w [I/(mol-cm)], d - grubos¢

warstwy absorbujacej w [cm], zas$ A to absorbancja.

Zaleznos¢ pomiedzy absorbancia a stezeniem badanego zwigzku, w warunkach gdy

spetnione jest prawo Lamberta-Beera ma charakter liniowy i mozna ja wykorzysta¢ do

wyznaczenia stezenia zwigzku w prébce.

Absorbancja jest wielkoscig addytywng tzn. absorbancja mieszaniny sktadnikéw jest rdwna

sumie absorbancji poszczegdlnych sktadnikow.
A=A1+A2++An

Wykres zaleznosci A od dtugosci fali A okresla sie mianem krzywej lub widmem absorpcji.

VAL w metanolu, 2 mm kwarcowa kuweta
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Przyktadowe widma absorpcji zmierzone dla réznych stezen leku antynowotworowego w metanolu.

Widma absorpcji mogg zmieniac sie w zaleznosci od stezenia badanego zwigzku, uzytego

rozpuszczalnika (pH, lepko$¢), temperatury i.t.p.
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Widma absorpcji dla Rodaminy 6G dla réznych stezen Widma absorpcji dla Nile Red w réznych
zwigzku. rozpuszczalnikach.
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IV. Zagadnienia do opracowania
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2.
3.
4.
5.
6.
7.

Promieniowanie elektromagnetyczne: natura, cechy.
Energia wewnetrzna molekut.

Spektroskopia i jej podziat.

Budowa i zasada dziatania spektrofotometru.

Zjawisko absorpcji $wiatta w roztworach. Prawa absorpcji.
Widmo absorpcji. Parametry widma spektralnego.

Regresja liniowa.

V. Zestaw przyrzadow.

1. Zestaw komputerowy

2. Spektrofotometr Shimadzu UVmini-1240.
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VI. Wykonanie doswiadczenia i opracowanie wynikow

1. Zapoznaj sie z instrukcjg dziatania spektrofotometru dostepng w Dodatku.
2. Zmierz baseline dla kuwety wypetnionej buforem wodnym o pH = 5,5 w zakresie od 340
do 580 nm.
3. Zmierz widmo absorpcji w zakresie od 340 - 580 nm dla roztworu fluoresceiny w buforze
wodnym o pH = 5,5 o stezeniu ¢ = 2-10” mol/I
4. Metoda kolejnych rozcieficzeri roztworu o stezeniu ¢ = 2.0-10° mol/| sporzadz pie¢
roztworéw wodnych fluoresceiny o réznych stezeniach molowych podanych przez
prowadzgcego ¢wiczenie (np.: 1,6-10; 1,2:10™; 1-10°; 0,8-10™; O,6~10'5).
5. Zmierz absorbancje wszystkich roztwordéw fluoresceiny w buforze.
6. Zmierz absorbancje roztworu o nieznanym stezeniu fluoresceiny w tym samym zakresie
co poprzednie. Roztwér dostarczy prowadzacy éwiczenie.
7. Wyznacz molowy wspodtczynnik absorpcji:
a. wykresl widma absorpcji dla wszystkich roztwordw, odczytaj maksymalng wartos$¢
absorbancji dla odpowiedniej dtugosci fali,
b. sporzadz wykres zaleznosci absorbancji A od stezenia roztworu c dla danej dtugosci fali,
c. korzystajac z metody regresji liniowej wyznacz molowy wspdtczynnik absorpcji &;.
Regresja liniowa (metoda najmniejszych kwadratéw) jest prostg metody wyznaczenia
parametréw najlepiej dopasowanej prostej. Jezeli pomiedzy dwiema wielko$ciami fizycznymi
wystepuje zalezno$¢ liniowa to wyznaczone parametry dopasowania mogg stuzyé do
wyznaczenia szukanej wielkosci fizycznej. W tym przypadku, wyznaczamy molwy
wspotczynnik absorpcji korzystajac z liniowej zaleznos$¢ absorbancji od stezenia roztworu (w

zakresie niskich stezen).

A)L:E)L'C'd

Y]

y =a-x

& = a, A=Yy, x=cd, gdzied=1cm.
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Regresja liniowa y=ax:

2
_inyi S 1 Zyi a2 [ = inyi

a= ZX.Z I sziz_ ' \/W

a — wspolczynnik regresji liniowej, Sa- niepewnos¢ wielkosci a, v — wspoiczynnik korelacji liniowej (wartosci —1

i 1 odpowiadajq idealnemu utozeniu punktow na prostej, 0 oznacza brak korelacji miedzy zmiennymi).

d. wyznaczony molowy wspodtczynnik absorpcji poréwnaj z wartoscig tablicowa znaleziong

w literaturze naukowe;j.

8. Znajac molowy wspdiczynnik absorpcji oraz widmo absorpcji okresl nieznane stezenie

roztworu dostarczonego przez prowadzacego.

Wartosci molowych wspétczynnikow absorpcji dla réznych zwigzkéw sg dostepne w
literaturze naukowej. Jesli znamy wartos¢ & w danym rozpuszczalniku i grubos¢
absorbujgcej warstwy moziemy szybko wyznaczy¢ nieznane stezenie z pomiaréw
absorbanc;ji (patrz punkt 8).

Mozemy réwniez sporzadzi¢ wytgcznie wykres kalibracyjny A=f(c) dla serii roztworéw
wzorcowych o réznych, znanych stezeniach (pamietajgc, ze prawo LB odnosi sie do
roztworéw rozcienczonych) i roztworu o nieznanym stezeniu. Z wykresu zaleznosci
absorbancji od stezenia mozna odczyta¢ nieznane stezenie badanego zwigzku. Odczytu
absorbancji dla roztworéw wzorcowych i tego o nieznanym stezeniu dokonujemy dla

okreslonej dtugosci fali (najczesciej maksimum natezenia widma absorpcji).

N J
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Sporzadzi¢ opinie dla organu procesowego.

Sprawozdanie ma mie¢ charakter przyktadowej opinii biegtego tzn.: zawiera¢ takie elementy

jak:

a) imie, nazwisko, stopien i tytut naukowy, specjalnos$é¢ i stanowisko zawodowe
biegtego,

b)imiona i nazwiska oraz pozostate dane innych oséb, ktére uczestniczyty w
przeprowadzeniu ekspertyzy, ze wskazaniem czynnosci dokonanych przez kazdg z nich,
c) w wypadku opinii instytucji - takze petng nazwe i siedzibe instytucji,

d) czas przeprowadzonych badan oraz date wydania opinii,

e) szczegétowy opis nadestanego materiatu dowodowego, poréwnawczego (sposdb
zabezpieczenia podczas transportu, opis opakowania, jego cechy ogdblne i
indywidualne) i cytowane pytania organu procesowego,

f) informacja o zastosowanych technikach i metodach,

g) sprawozdanie z przeprowadzonych badan i obserwacji. Interpretacja wynikéw i
formutowanie wnioskow,

h) podpisy wszystkich biegtych, ktorzy uczestniczyli w wydaniu opinii.

Opinia powinna by¢ napisana zrozumiatym jezykiem, a wnioski powinny by¢ bardzo czytelne.

UNIWERSYTET GOANSKI
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Dodatek

Instrukcja obstugi stanowiska do pomiaru widm absorpcji

I. Wigczanie spektrofotometru.

1. Wiaczyé komputer i monitor.

2. Wiaczy¢ spektrofotometr (wytgcznikiem na tylnej $cianie spektrofotometru). Wigczenie
zasilania zapoczatkuje proces inicjalizacji spektrofotometru, podczas ktdrego jest testowana
praca jego poszczegdlnych podzespotéw.

Po ukonczeniu inicjalizacji ekran spektrofotometru powinien przedstawiac sie jak na Rysunku 2.

Initialize g
LST Initialize 0K
ROM Check 0K
RAM Check 0K
Filter Initialize 0K
WL Motor Org, 0K
Lanp Motor Org, 0K
WI Lamp Energy 0K
0 Order Light 0K
D2 Lamp Energy 0K
WL Check(656,1nm) 0K
Boot Ver, 1,00 System Ver, 1,00

Rysunek 2. Ekran spektrofotometru po prawidtowo zakoriczonej inicjalizacji.

Wskazdowka

Dla uzyskania optymalnych warunkdéw pracy, nalezy odczekaé co najmniej 10

minut po zakonczeniu inicjalizacji spektrofotometru.

II. Ustawianie parametréw pomiarowych.

W trybie pracy spektrofotometru umozliwiajgcym wybér rodzaju pomiaru (Rysunek 3) nalezy wybrac
opcje 2.Spectrum.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 8.
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Mode Menu

|.Photometric
2.5pectrum
3.Quantitation
4,0ptional Program Pack

550.0nn

0,0024

5.Utilities

Input item No,,

Rysunek 3. Ekran spektrofotometru gotowego do pracy.

Ekran spektrofotometru bedzie wygladat jak na Rysunku 4.

—
| TT00.0nd_0,000
‘ 1.Meas, mode : ABS

2.4 range 1100 nm ~ 190 nm
; 3.Rec, range 0.00A ~  2.00A
‘ 4.5can speed Mediun

5.No, of scans : 1

6.Display mode : Sequential

Input_item No, (START to Meas.).

SuplCupt MSavParan

Rysunek 4. Ekran trybu wyboru parametréw pomiarowych dla pomiaréw widm

Postugujac sie klawiaturg spektrofotometru nalezy wprowadzié¢ nastepujace parametry:

1.Meas. mode ABS

2.\ range 350 nm ~ 550 nm
3.Rec. range 0.00A ~ 2.00A
4.Scan speed very Slow

5.No. of scans 1

6.Display mode

II1. Pomiar linii bazowe;j.

Sequential

Pomiaru linii bazowej nalezy dokonac¢ ze wzgledu na konieczno$¢ uwzglednienia wtasciwosci
spektralnych zaréwno samej kuwety (musi by¢ identyczna jak kuweta pomiarowa, w ktorej
wykonywane bedg pomiary widm przygotowanych roztwordw), jak i rozpuszczalnika, w ktérym
rozpuszczono badang substancje. W tym celu nalezy wsung¢ kuwete z czystym rozpuszczalnikiem w

uchwyt na kuwety, pokazany na Zdjeciu 5.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej
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1.Photouetric
2.Spectrum
3.Quantitation
4,0ptional Program Pack

5.Utilities

Zdjecie 5. Widok otwartej komory na prébki spektrofotometru: 1 — uchwyt na kuwety.

Po umieszczeniu kuwety w uchwycie i zamknieciu komory spektrofotometru, nalezy uruchomié
pomiar linii bazowej naciskajgc klawisz F1 (BaseCorr). Podczas pomiaru spektrofotometr kilkukrotnie
dokona pomiaréw dla zadanego zakresu. Odczeka¢ chwile na automatyczne zakonczenie pomiaru,
oznajmione krétkim sygnatem dzwiekowym spektrofotometru.

Po wykonaniu pomiaru linii bazowej, wyja¢ kuwete z czystym rozpuszczalnikiem z uchwytu na
kuwety.

IV. Pomiar widm absorpcji.

Umiesci¢ kuwete z badanym roztworem w uchwycie wewnatrz komory na prébki spektrofotometru
(Zdjecie 5). Po zamknieciu komory spektrofotometru, uruchomi¢ pomiar widma absorpcji wciskajac
klawisz START/STOP. Widok ekranu w trakcie pomiaru widma absorpcji jest przedstawiony na
Zdjeciu 6.

B i ||| A
LB 3|

Zdjecie 6. Ekran spektrofotometru podczas pomiaru widma absorpcji.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 10.
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V. Zapis zmierzonych danych na dysku komputera.

Po zakoniczonym pomiarze, nalezy przesta¢ dane do komputera. W tym celu spektrofotometr nalezy
ustawi¢ w trybie transferu plikow. Wymaga to przejscia do trybu wyboru rodzaju pracy
spektrofotometru (poprzez dwukrotne nacisniecie klawisza RETURN). Na ekranie pojawi sie okno:

Zdjecie 7. Ekran spektrofotometru.

Klawiszami ze strzatkami wybierz OK, potwierdz wybér przyciskiem ENTER.

Ekran powinien wdowczas wygladaé jak na Rysunku 3. W tym trybie, klawiszem F3 (FileTrans)
ustawi¢ spektrofotometr w gotowosci do transmisji plikow. Wéwczas ekran spektrofotometru
przedstawia sie nastepujaco (Zdjecie 8):

Zdjecie 8. Ekran spektrofotometru w trybie przesytania plikow.

Aby wyjs¢ z trybu transmisji plikéw, po zakonczonej transmisji, nalezy nacisna¢ klawisz RETURN.

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 11.
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Uruchomic¢ program UV Data Manager na komputerze klikajgc dwukrotnie wskaznikiem myszki na
ikone programu (Zdjecie 9).

Zdjecie 9. Widok ekranu monitora.

Po uruchomieniu programu otrzymuje sie nastepujacy widok ekranu (Zdjecie 10):

A UV Data Manager Ver1.02 E| @
~ Photometer
Ch. I Data Name I File Type I Date ] \Wavelength ] Graph
Target :
Data v
LConnect Save Load | Exit I Help
~PC
Directories : Files :
30N Original.csv
3 Program Files STEUNST.LOG
UVDTMAN.CNT
UVDttdan.exe
Uvwdtman.hip
Drives : Se = File Type : All%) %

Zdjecie 10. Okno programu UV Data Manager.

Nalezy potgczy¢ komputer ze spektrofotometrem klikajgc raz na przycisk Connect.
Na ekranie komputera pojawi sie wtedy okienko z pytaniem o wybdr portu komputera (Zdjecie 11),
przez ktéry ma nastgpic transmisja danych.

Port Select

Serial Port : oK. I
COMT:
e [T
COM3:

Zdjecie 11. Okienko wyboru portu do transmisji danych.

12.

O
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Po wyborze portu COM4 (poprzez nacisniecie OK) nastgpi przekazanie danych ze spektrofotometru
do pamieci komputera a okno programu bedzie wygladac jak na Zdjeciu 12.

A UV Data Manager Ver1.02

Photometer
Ch. l Data Name I File Type ’ Date | Wavelength I Graph
Original Spectrum 2011-02-07 500,0-250,0
447081 Spectium 2011-01-11 480,0-400,0 Parameters
447062 Spectum 2011-01-11 460,0-430,0 '41
40265BAS Spectum 2011-01-11 420,0-380,0
402641 Spectium 2011-01-11 420,0-380,0 Target:
447 Spectrum 2011-01-11 460,0-420,0 =
447BASE Spectum 2011-01-11 460,0-420,0 Data :]'
Update Save I Load I Exit Help
PC
Directories : Files :
E3CA POPOP MeOH 250-500 nm.csy
3 Program Files POPOP MeOH 3 250-450 nm.csv
£ UV Data Manager POPOP MeOH org 250-450 nm.csv
& Dane
Drives: Se 2 File Type : All#) %

Zdjecie 12. Okno UV Data Manager po wykonanej transmisji danych ze spektrofotometru.

Zmierzone dane (krzywa absorpcji w postaci tabeli z dtugosciami fal i wartosciami fotometrycznymi
oraz z parametrami pomiaru) sg zawsze umieszczone w pliku ,Original” (widoczny w oknie
,Photometer”) stad do zapisu danych na dysku komputera nalezy zaznaczy¢ kanat Ch, tak jak na
Zdjeciu 12. Jako aktywny MUSI BYC zaznaczony podkatalog ,Dane” w okienku ,Directories”.
Rozwijalne okno , Target” musi mie¢ wartos¢ ,,Data”. Po nacisnieciu wskaznikiem myszki przycisku
~Save” otworzg sie typowe okna dialogowe umozliwiajgce zapis na dysku pliku uzytkownika. W
rozwijalnej liscie ,File Type” nalezy wybraé , Text (*.csv)” i w odpowiednim oknie wpisa¢ nazwe
pliku.

Ze wzgledu na sposdb zapisywania danych w spektrofotometrze i format transmisji danych pomiedzy
spektrofotometrem i komputerem, kazdy pomiar musi by¢ przekazywany do komputera i na nim
zapisywany zgodnie z powyzszg instrukcja.

Aktualnie nie jest mozliwe dokonywanie wielokrotnych pomiarow w spektrofotometrze z
pdzniejszym ich przekazaniem do komputera.

Kazdy kolejny pomiar widma absorpcji, po jego wykonaniu w spektrofotometrze, nalezy przekaza¢ do
komputera (po uprzednim ustawieniu spektrofotometru w trybie transmisji danych opisanym wyzej)
klikajac przycisk ,Update” w oknie programu UV Data Manager (Zdjecie 12).

1\ UWAGA!
- Podczas importu danych do programu Origin uwzglednié format CSV zapisywanych

plikow.
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DLF Cwiczenie 3 : Wyznaczenie nieznanego stezenia zwigzku w

roztworze

Dane zapisywane w plikach CSV majg nastepujgcy format:
500,0, 0,0022

499,5, 0,0017

499,0, 0,0026

498,5, 0,0026

498,0, 0,0026

497,5, 0,0027

497,0, 0,0027 itd.
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