Instytut Fizyki Doswiadczalnej
Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki
UNIWERSYTET GDANSKI

DLF

DYDAKTYCZNE
LABORATORIUM
FIZYCZNE

Badanie absorpgji Swiatta

Cwiczenive' r2() ( molekut wieloatomowych na

przyktadzie chlorofilu A
rodaminy 6G




Cwiczenie 20 : Badanie absorpcji swiatta molekut
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I. Zagadnienia do opracowania.

Nous~wNe

9.

Promieniowanie elektromagnetyczne: natura, cechy, widmo.
Klasyfikacja widm molekularnych.

Spektroskopia i jej podziat ze wzgledu na zakres widmowy.
Rodzaje aparatury spektroskopowej.

Budowa i zasada dziatania spektrofotometru.

Energia wewnetrzna molekut (podziat, proste modele molekuty, stany energetyczne).
Przejscia miedzy molekularnymi stanami energetycznymi:

a) widma odpowiadajgce tym przejsciom;

b) reguty wyboru;

c) przejscia elektronowe.

Zjawisko absorpcji Swiatta w roztworach:

a) prawa absorpcji $wiatta;

b) wspdtczynnik absorpcji;

c) molowy wspétczynnik ekstynkcji;

d) sita oscylatorai jej zwigzek ze wspdtczynnikiem absorpcji;

e) zwigzek widma absorpcji ze srednim czasem zycia molekuty.
Wptyw rozpuszczalnika na widma absorpcji (pole reakgji).

10. Sporzadzanie roztwordéw o zaktadanym stezeniu.

II. Zadania doswiadczalne.

1. Zapoznaé sie z opisem stanowiska pomiarowego przedstawionego na Zdjeciu 1.

Zdjecie 1. Stanowisko do pomiardw widm absorpcji: 1 — zestaw komputerowy; 2 — spektrofotometr UV - 1240.
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Zapoznac sie z instrukcjg obstugi stanowiska pomiarowego opisang w Dodatku A.

Metodg kolejnych rozcienczen roztwordow bazowych (dodatek B) przygotowaé roztwory
chlorofilu A w acetonie oraz rodaminy 6G w acetonie o réznych stezeniach (wg wskazowek
prowadzqgcego ¢wiczenie).

Zmierzy¢ widma absorpcji rozpuszczalnika i roztworéw w zakresie od 800 nm do 350 nm zgodnie
z instrukcjg obstugi. UWAGA: nie wylewac roztworow (p. 8).

Na podstawie wynikéw doswiadczalnych uzyskanych dla réznych stezen roztwordéw sporzadzic
zbiorcze wykresy zaleznosci zmierzonych wartosci absorbancji w funkcji dtugosci fali (widma
absorpcji)

Przeanalizowaé uzyskane wyniki pomiarowe i zebraé¢ w tabeli dane. Kolejne kolumny powinny
zawierac:

Am - dtugos¢ fali (odpowiadajgcg danemu maksimum absorpcji), ¢ — stezenie molowe badanego
roztworu, oraz A - wartosc absorbanc;ji dla dtugos¢ fali An .

Dla kazdego z barwnikéw sporzadzi¢ wykres zaleznosci absorbancji od stezenia molowego
roztworu dla danej dtugosé fali Am, a nastepnie korzystajgc z metody regresji liniowej wyznaczy¢
wartos¢ molowego wspodtczynnika absorpcji chlorofilu A oraz rodaminy 6G .

Zmierzy¢ widmo absorpcji roztworu dostarczonego przez prowadzgcego cwiczenie i korzystajac
z wyznaczonych doswiadczalnie molowych wspétczynnikéw absorpcji chlorofilu A i rodaminy 6G
okresli¢ stezenie tych barwnikéw w roztworze.

III. Zestaw przyrzadow.

1.
2.

Spektrofotometr Shimadzu UV mini - 1240.
Zestaw komputerowy.
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DLF Cwiczenie 20 : Badanie absorpcji $wiatta molekut
DYDAKTYCZNE wieloatomowych na przyktadzie chlorofilu A i rodaminy 6G

Dodatek A

Instrukcja obstugi stanowiska

I. Wiaczanie spektrofotometru.

1. Wiaczy¢ komputer i monitor.

do pomiaru widm absorpcji

2. Wtaczyc spektrofotometr (wytgcznikiem na tylnej Scianie spektrofotometru). Wiaczenie zasilania
zapoczatkuje proces inicjalizacji spektrofotometru, podczas ktérego jest testowana praca jego

poszczegdlnych podzespotdw.

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

Initialize

LST Initialize
ROM Check

RAM Check

Filter Initialize
WL Motor Org,
Lamp Motor Org,
WI Lamp Energy

0 Order Light

D2 Lamp Energy

WL Check(656,1nm)

Boot Ver, 1.00 Sustem Ver, 1.00

0K
0K
0K
0K
0K
0K
0K
0K
0K
0K

Rysunek 2. Ekran spektrofotometru po prawidtowo zakoriczonej inicjalizacji.

Wskazowka

Dla uzyskania optymalnych warunkéw pracy, nalezy odczekaé co najmniej 10

minut po zakoriczeniu inicjalizacji spektrofotometru.

II. Ustawianie parametréw pomiarowych.

W trybie pracy spektrofotometru umozliwiajgcym wybdr rodzaju pomiaru (Rysunek 3) nalezy

wybraé opcje 2.Spectrum.

Mode Menu
|.Photometric
2.Spectrum
3.Quantitation
4.0ptional Program

5.Utilities

550.0nm_ 0,002AB

Pack

[nput item No,,

Parans
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Rysunek 3. Ekran spektrofotometru gotowego do pracy.

Ekran spektrofotometru bedzie wygladat jak na Rysunku 4.

Spactrum 0.000AB
1.Meas, mode : ABS
2.4 range 1100 nmo~ 190 nm
3.Rec, range :  0.00A ~ 2.00A
4,5can speed : Mediunm

5.No, of scans : 1
6.Display mode : Sequential

Inputitem No, (START to Mea:,),

FileCury

Rysunek 4. Ekran trybu wyboru parametréow pomiarowych dla pomiaréw widm

Postugujac sie klawiaturg spektrofotometru nalezy wprowadzié¢ nastepujace parametry:

1.Meas. mode : ABS

2.\ range : 800 nm ~ 350 nm
3.Rec. range : 0.00A ~ 3.00A
4.Scan speed : Slow

5.No. of scans : 1

6.Display mode : Sequential

III. Pomiar linii bazowe;.

Pomiaru linii bazowej nalezy dokonaé¢ ze wzgledu na konieczno$¢ uwzglednienia wtasciwosci
spektralnych zaréwno samej kuwety (musi by¢ identyczna jak kuweta pomiarowa, w ktérej
wykonywane bedg pomiary widm przygotowanych roztwordéw), jak i rozpuszczalnika, w ktorym
rozpuszczono badang substancje. W tym celu nalezy wsung¢ kuwete z czystym rozpuszczalnikiem
w uchwyt na kuwety, pokazany na Zdjeciu 5.

1.Photouetr ic
2.Spectrum
3.Quantitation

4 .Optional Program Pack

5.Utilities

Input item No..

Zdjecie 5. Widok otwartej komory na prébki spektrofotometru: 1 — uchwyt na kuwety.
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Po umieszczeniu kuwety w uchwycie i zamknieciu komory spektrofotometru, nalezy uruchomic
pomiar linii bazowej naciskajgc klawisz F1 (BaseCorr). Podczas pomiaru spektrofotometr
kilkukrotnie dokona pomiarow dla zadanego zakresu. Odczeka¢ chwile na automatyczne
zakonczenie pomiaru, oznajmione krétkim sygnatem dzwiekowym spektrofotometru.

Zdjecie 6. Ekran spektrofotometru podczas pomiaru linii bazowej: 1 - miejsce odczytu dtugosci fali.

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, uruchomié¢ pomiar widma
absorpcji wciskajagc klawisz START/STOP. Widok ekranu w trakcie pomiaru widma absorpcji jest
przedstawiony na Zdjeciu 7.
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Zdjecie 7. Ekran spektrofotometru podczas pomiaru widma absorpcji.

(Uwaga: ten przyktad dotyczy roztworu innej substancji niz badane w tym ¢wiczeniu)
V. Zapis zmierzonych danych na dysku komputera.

Po zakonczonym pomiarze, nalezy przesta¢ dane do komputera. W tym celu spektrofotometr
nalezy ustawi¢ w trybie transferu plikdw. Wymaga to przejscia do trybu wyboru rodzaju pracy
spektrofotometru (poprzez dwukrotne nacisniecie klawisza RETURN). Ekran powinien wéwczas
wygladaé jak na Rysunku 3. W tym trybie, klawiszem F3 (FileTrans) ustawi¢ spektrofotometr
w gotowosci do transmisji plikow. Wéwczas ekran spektrofotometru przedstawia sie nastepujgco
(Zdjecie 8):

Zdjecie 8. Ekran spektrofotometru w trybie przesytania plikéw.

Aby wyjs¢ z trybu transmisji plikdw, po zakonczonej transmisji, nalezy nacisng¢ klawisz RETURN.
Uruchomi¢ program UV Data Manager na komputerze klikajgc dwukrotnie wskaznikiem myszki na
ikone programu (Zdjecie 9).
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Zdjecie 9. Widok ekranu monitora.

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

A UV Data Manager Ver1.02 E| @
i~ Photometer
Ch. I Data Name I File Type I Date I ‘Wavelength I Graph
Target :
Data M
LConnect ave l Load I Exit I Help
—PC
Directories : Files :
E3C Original.csv
3 Program Files STEUNST.LOG
UVDTMAN.CNT
UVDtian.exe
Uvwdtman.hip
Drives Se 2 File Type : I 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 :

o]

COM1:
COM2:
COM3:

Cancel I

Zdjecie 11. Okienko wyboru portu do transmisji danych.
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Po wyborze portu COM4 (poprzez nacisniecie OK) nastgpi przekazanie danych ze
spektrofotometru do pamieci komputera a okno programu bedzie wygladaé jak na Zdjeciu 12.

% UV Data Manager Ver1.02

Phatometer
Ch. ] Data Name ] File Type I Date Wavelength I Graph
Original Spectrum 2011-02-07 500,0-250,0
447041 Spectrum 2011-01-11 480,0-400,0 Parameters
447042 Spectrum 2011-01-11 460,0-430,0 ~
40264BAS Spectrum 2011-01-11 420,0-380,0
402641 Spectium 2011-01-11 420,0-380,0 Target :
447 Spectium 2011-01-11 460,0-420,0 —
447BASE Spectrum 2011-01-11 460,0-420,0 Data :]'
Update Save Load Exit Help
PC
Directories : Files:
E3CN 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
Drives : Se = File Type : A7) %

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) s3 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 mieé¢ wartos¢ ,Data”. Po naci$nieciu wskaznikiem myszki przycisku
~Save” otworzg sie typowe okna dialogowe umozliwiajgce zapis na dysku pliku uzytkownika. W
rozwijalnej liscie ,File Type” nalezy wybrac , Text (*.csv)” i w odpowiednim oknie wpisa¢ nazwe
pliku wedtug ponizszego schematu.

Dla zachowania porzadku w katalogu ,,Dane” i tatwiejszej identyfikacji wtasnych danych nalezy
stosowac nastepujacy format nazw zapisywanych plikow:

XY Substancja rozpuszczalnik stezenie zakres data.CSV

gdzie:
XY - inicjaty uzytkownika
Substancja - skrét nazwy substancji np. PQP, POPOP, PPO, 2MPOPOP, STILBEN
Rozpuszczalnik - nazwa rozpuszczalnika: DX ( dioksan), CH (cykloheksan), MeOH itp.
stezenie - 2-5e-4=2,5-10% mol/I
zakres - np. 200 - 400 nm
data - 2011-02-15.

Ze wzgledu na sposob 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 moiliwe dokonywanie wielokrotnych pomiaréw w spektrofotometrze z

pozniejszym ich przekazaniem do komputera.

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

@ Instytut Fizyki Doswiadczalnej 8.

UNIWERSYTET GOANSK!



DLF Cwiczenie 20 : Badanie absorpcji swiatta molekut

s wieloatomowych na przyktadzie chlorofilu A i rodaminy 6G

FIZYCZNE

1\ UWAGA!

Podczas importu danych do programu Origin uwzgledni¢ format CSV zapisywanych
plikow.

Dane zapisywane w plikach CSV majg nastepujacy 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.

Dodatek B

Przygotowanie roztworow

Informacje o badanych barwnikach i ,roztworach bazowych”

Chlorofil A

CssH72N40sMg
Masa molowa: 893.50 g/mol

Roztwér bazowy przygotowano rozpuszczajgc 2 mg chlorofilu A w 60 ml acetonu.

Rodamina 6G

C2sH31N20sCl
Masa molowa: 479.02 g/mol

Roztwér bazowy przygotowano rozpuszczajgc 3 mg chlorofilu A w 200 ml acetonu.
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