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I. Zagadnienia do opracowania.

Promieniowanie elektromagnetyczne: natura, cechy. Swiatto.
Oddziatywanie swiatta z materia. Energia wewnetrzna molekut.
Spektroskopia i jej podziat.

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

Budowa i zasada dziatania spektrofotometru.
Regresja liniowa.

No oo s wNpe

I1. Zadania doswiadczalne.

1. Zapoznac sie z uktadem pomiarowym na Zdjeciu 1.
L T - Ly

Zdjecie 1. 1. Zestaw komputerowy 2. Spektrofotometr Shimadzu UVmini-1240.

2. Zapoznaj sie z instrukcjg dziatania spektrofotometru dostepng w Dodatku.

3. Metodg kolejnych rozcieficzen roztworu o stezeniu ¢ = 2.0-10 mol/| sporzadz pieé
roztworéw wodnych fluoresceiny o réznych stezeniach molowych podanych przez
prowadzacego ¢wiczenie (np.: 1,6-10°; 1,2:10; 1-10; 0,8-10; 0,6:10°).

4. Zmierz baseline dla kuwety wypetnionej buforem wodnym o pH=5,5 w zakresie od 340
do 580 nm.

5. Zmierz absorbancje wszystkich roztwordw fluoresceiny w buforze.

6. Zmierz absorbancje roztworu o nieznanym stezeniu fluoresceiny w tym samym zakresie
co poprzednie. Roztwér dostarczy prowadzgcy ¢éwiczenie.

8. Wyznacz molowy wspétczynnik absorpcji:
a. wykresl widma absorpcji dla wszystkich roztwordw, odczytaj maksymalng wartosé
absorbanc;ji dla odpowiedniej dtugosci fali,

b. sporzadz wykres zaleznosci absorbancji A od stezenia roztworu c dla danej dtugosci fali,
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c. korzystajac z metody regres;ji liniowej wyznacz molowy wspotczynnik absorpcji &;.
9. Znajac molowy wspdtczynnik absorpcji oraz widmo absorpcji okresl nieznane stezenie

roztworu dostarczonego przez prowadzacego.

e )

Regresja liniowa (metoda najmniejszych kwadratéw) jest prosta metodg wyznaczenia
parametrow najlepiej dopasowanej prostej. Jezeli pomiedzy dwiema wielkoSciami
fizycznymi wystepuje zaleznos¢ liniowa to wyznaczone parametry dopasowania mogg
stuzy¢ do wyznaczenia szukanej wielkosci fizycznej. W tym przypadku, wyznaczamy
molwy wspotczynnik absorpcji korzystajac z liniowej zaleznosé absorbancji od stezenia

roztworu (w zakresie niskich stezen).

Ay=¢-c-d
Y1
y =a-x

& = a, A=y, x=c-d, gd=ie d=1 cm.

Regresja liniowa y=ax:
Z.\".}“. 0 L[ZJ‘S —al} e ZX,Yi
x5 PIEE XX

n—2
a — wspétezynnik regresji liniowej, Sa- niepewnosé wielkosci a, r — wspétezynnik korelacji liniowej (wartosci —1

a=

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

= /
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Dodatek

Instrukcja obstugi stanowiska do pomiaru widm absorpcji

I. Wiaczanie spektrofotometru.

1. Wiaczy¢ komputer i monitor.

2. Wtaczy¢ spektrofotometr (wytgcznikiem na tylnej Scianie spektrofotometru). Wtgczenie zasilania
zapoczatkuje proces inicjalizacji spektrofotometru, podczas ktérego jest testowana praca jego
poszczegdlnych podzespotéw.

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

Initialize |
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 Sustem Ver, 1,00

Rysunek 2. Ekran spektrofotometru po prawidfowo zakoriczonej inicjalizacji.

Wskazowka

Dla uzyskania optymalnych warunkéw pracy, nalezy odczekaé co najmniej 10

minut po zakonczeniu inicjalizacji spektrofotometru.

II. Ustawianie parametréw pomiarowych.

W trybie pracy spektrofotometru umozliwiajgcym wybdr rodzaju pomiaru (Rysunek 3) nalezy wybraé
opcje 2.Spectrum.
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Maode Menu 550.0nm_ 0,0024

|.Photometric
2.Spectrum
3.Quantitation
4,0ptional Program Pack

5. Utilities

|

[ Input item No,.

 Parans |

FileTrnsiiPC Ctrl |

Rysunek 3. Ekran spektrofotometru gotowego do pracy.

Ekran spektrofotometru bedzie wygladat jak na Rysunku 4.

r

[[T00. B0, 00028

1.Meas, mode : ABS ‘
2.4 range 01100 nm ~ 190 nm [
! 3.Rec, range : D.0BA ~  2.00A [
} 4,Scan speed : Medium
} 5.No, of scans : 1
i 6.Display mode : Sequential
|

Input item No,(START to Meas,).

yIRSup |Cupt MSavParan

Rysunek 4. Ekran trybu wyboru parametrow pomiarowych dla pomiaréw widm

Postugujac sie klawiaturg spektrofotometru nalezy wprowadzié nastepujgce 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 : Sequential

III. Pomiar linii bazowe;.

Pomiaru linii bazowej nalezy dokona¢ ze wzgledu na koniecznos¢ uwzglednienia wtasciwosci
spektralnych zaréwno samej kuwety (musi by¢ identyczna jak kuweta pomiarowa, w ktorej
wykonywane beda pomiary widm przygotowanych roztworéw), jak i rozpuszczalnika, w ktérym
rozpuszczono badang substancje. W tym celu nalezy wsungé kuwete z czystym rozpuszczalnikiem w
uchwyt na kuwety, pokazany na Zdjeciu 5.
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1.Photonetric
2.Spectrun
3.Quantitation

4 Optional 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 uruchomic pomiar
linii bazowej naciskajac klawisz F1 (BaseCorr). Podczas pomiaru spektrofotometr kilkukrotnie dokona
pomiaréw dla zadanego zakresu. Odczekac chwile na automatyczne zakoriczenie pomiaru, oznajmione
krétkim sygnatem dzwiekowym spektrofotometru.

Po wykonaniu pomiaru linii bazowej, wyjaé 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 wciskajac
klawisz START/STOP. Widok ekranu w trakcie pomiaru widma absorpcji jest przedstawiony na
Zdjeciu 6.

Zdjecie 6. Ekran spektrofotometru podczas pomiaru widma absorpcji.

V. Zapis zmierzonych danych na dysku komputera.
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Po zakoriczonym 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 wybdr przyciskiem ENTER.

Ekran powinien wéwczas wygladaé jak na Rysunku 3. W tym trybie, klawiszem F3 (FileTrans)
ustawi¢ spektrofotometr w gotowosci do transmisji plikow. Woéwczas 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 klikajac 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 g

~ Photometer -
Ch. I Data Name | File Type I Date ] ‘Wavelength I Graph
Target:
Data v
LConnect Save l Load | Exit Help
SPE
Directories : Files :
830 Original.csv
3 Program Files STEUNST.LOG
UYDTMAN.CNT
UVDttan.exe
Uwdtman.hlp
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
COM1:
COM2: Cancel I
COM3:

Zdjecie 11. Okienko wyboru portu do transmisji danych.

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

O
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A UV Data Manager Ver1.02

Phatometer
Ch. l Data Name ] File Type | Date | Wavelength I Graph
Original Spectrum 2011-02-07 500,0-250,0 —J
447041 Spectum 2011-01-11 480,0-400,0 Parameters
447042 Spectium 2011-01-11 460,0-430,0 "—I
40264BAS Spectrum 2011-01-11 420,0-380,0
402641 Spectrum 2011-01-11 420,0-380,0 Target :
447 Spectrum 2011-01-11 460,0-420,0 ~
447BASE Spectrum 2011-01-11 460,0-420,0 Data :I'
Update Save Load Exit Help
PC
Directories : Files :
E3CA POPOP MeQH 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 = File Type : Al ) %

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 nacisnieciu 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.

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 pomiaréw w spektrofotometrze z pdzniejszym
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).

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
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497,5, 0,0027
497,0, 0,0027 itd.
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