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Proponowane zagadnienia do opracowania

1. Promieniowanie elektromagnetyczne: natura, cechy, widmo.
2. Klasyfikacja widm molekularnych.
3. Spektroskopia i jej podziat ze wzgledu na zakres widmowy.
4. Rodzaje aparatury spektroskopowej.
5. Budowa i zasada dziatania spektrofotometru.
6. Energia wewnetrzna molekut (podziat, proste modele molekuty, stany energetyczne).
7. Przejscia miedzy molekularnymi stanami energetycznymi:
(a) widma odpowiadajace tym przejéciom;
(b) reguty wyboru;
(c) przejécia elektronowe.

8. Zjawisko absorpcji $wiatta w roztworach:

a

b

prawa absorpcji $wiatta;

wspotczynnik absorpcji;

d) sita oscylatora i jej zwigzek ze wspdtczynnikiem absorpcji;

(a)
(b)
(c) molowy wspdtczynnik ekstynkgji;
(d)
(¢)

zwigzek widma absorpcji ze Srednim czasem zycia molekuty.
9. Wptyw rozpuszczalnika na widmo absorpcji (pole reakcji).

10. Sporzadzanie roztworéw o zaktadanym stezeniu.
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Il Zadania doswiadczalne

1. Zapoznac sie ze stanowiskiem pomiarowym przedstawionym na rys. 1.

Rys. 1: Stanowisko do pomiaréw widm absorpcji: 1 - laptop, 2 - spektrofotometr Shimadzu UVmini-1240,
3 - komora pomiarowa spektrofotometru.

2. Zapozna¢ sie z instrukcja obstugi spektrofotometru i przeprowadzania pomiaréw opisang w Do-
datku A.

3. Zgodnie z zaleceniami prowadzacego, przygotowaé roztwory rodaminy 6G o réznych stezeniach.

QO Wskazéwka

Masa molowa rodaminy 6G wynosi Mgg = 479.02-L

mol *

3. Zmierzy¢ widma absorpcji rozpuszczalnika i roztwordéw w zakresie od 400 nm do 650 nm. W razie

potrzeby dostosowal zakres pomiaréw zgodnie z instrukcja obstugi spektrofotometru umieszczong
w Dodatku A.

Nie wylewa¢ roztworéw bez zgody prowadzacego! J

4. Na podstawie wynikéw pomiaréw uzyskanych dla réznych stezen sporzadzi¢ wykres zaleznoSci zmier-

zonych wartosci absorbancji w funkcji dtugosci fali.
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5. Przeanalizowa¢ uzyskane dane i zebra¢ w tabeli wyniki dla wszystkich stezeh: A, - dtugos¢ fali
odpowiadajaca maksimum absorpcji, ¢ - stezenie molowe badanego roztworu, A - warto$¢ absorbancji

dla dtugosci fali \,,.

6. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci absorbancji od stezenia molowego dla wybranej wartosci dtugosci fali
Am, a nastepnie korzystajac z metody regresji liniowej wyznaczy¢ warto$¢ molowego wspétczynnika

absorpcji (ekstynkcji).

7. Zmierzy¢ widmo absorpcji roztworu dostarczonego przez prowadzacego i korzystajac z wyznaczonego

molowego wspotczynnika absorpcji okresli¢ stezenie barwnika w roztworze.

Il  Zestaw przyrzadow
1. Spektrofotometr Shimadzu UVmini-1240.
2. Laptop z oprogramowaniem UVDataManager.

3. Szkfo laboratoryjne i pipety automatyczne.
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V Dodatek A - Instrukcja obstugi spektrofotometru i pomiaréw

widm absorpcji

V.1 Wigaczanie spektrofotometru

1. Wtaczy¢ spektrofotometr wtacznikiem na tylnej Scianie obudowy. Wtaczenie zasilania zapoczatkuje

proces inicjalizacji, podczas ktérego sprawdzana jest praca poszczegdlnych podzespotéw urzadzenia.

2. Po ukonczeniu inicjalizacji ekran spektrofotometru powinien wygladac jak na rys. 2 oraz wyda on

charakterystyczny dzwiek.

Initialize g
LST Initialize 0K
ROM Check 0K
RAM Check 0K
Filter Initialize 0K
WL Motor Org, 0K
Lamp 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 VYer, 1,00

Rys. 2: Ekran spektofotometru po prawidtowo zakonczonej inicjalizacji.

Q Wskazéwka

Dla uzyskania optymalnych warunkéw pracy, przed przystapieniem do pomiaréw nalezy odczekac

ok. 10 minut od zakonczenia inicjalizacji.

V.2 Ustawianie parametréw pomiarowych

1. W menu wyboru trybu pracy spektrofotometru (rys. 3) wybraé opcje 2. Spectrum poprzez naciénie-

cie przycisku ,,2".

2. Po przejéciu do trybu pomiaru Spectrum ekran bedzie wygladat jak na rys. 4.
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[550.0nd_0.002A8
1.Photometric
2.Spectrum
3.Quantitation
4.,0ptional Program Pack

h.Utilities

Input 1tem No,,
IC Card

P ardams

Rys. 3: Ekran spektrofotometru z menu wyboru trybu pracy.

3. Korzystajac z klawiatury spektrofotometru nalezy wprowadzi¢ nastepujace parametry, po kazdej
zmianie naciskajac klawisz ,Enter”:

Meas mode: ABS

A range: 650 nm - 400 nm (lub dostosowa¢ do badanej substancji)

Rec range: 0.00 A - 3.00 A

Scan speed: Slow

No. of scans: 1

o ok =

Display mode: Sequential

Spactrum [1160.0nW_ 0,000A8
1.Meas, mode : ABS
2.4 range 1100 nm ~ 190 nm
3.Rec, range ;0,004 ~ 2.00A
4.Scan speed : Medium

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

Input’item No.(START to Meas,).

savParan

smp lCupt

Rys. 4: Ekran wyboru parametréw pomiarowych dla pomiaru widm absorpcji.
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V.3 Pomiar linii bazowej

Wykona¢ pomiar linii bazowej ze wzgledu na konieczno$¢ uwzglednienia wtasciwosci spektralnych kuwety
(powinna by¢ taka sama, jak kuweta, w ktérej mierzone beda widma badanych roztworéw), oraz roz-

puszczalnika.

W trakcie wykonywania do$wiadczenia nalezy dbac o czystos¢ gtadkich Scianek kuwety!
Kuwete pomiarowg trzymac i przenosi¢ za Scianki matowe. Kuwete w spektrofotometrze

umieszcza matowa Scianka do siebie ($cianka gtadka od strony ekranu urzadzenia).

Kuwete z czystym rozpuszczalnikiem nalezy wsungé w uchwyt na kuwety, pokazany na rys. 5. Niebieska

strzatka wskazuje strone, po ktérej powinna znalez¢ sie gtadka Scianka kuwety.

Rys. 5: Komora pomiarowa spektrofotometru z uchwytem na kuwete.

Po umieszczeniu kuwety w uchwycie i zamknieciu komory spektrofotometru nalezy uruchomi¢ po-
miar linii bazowej naciskajac klawisz ,,F1" - BaseCorr. Odczekaé na automatyczne zakonczenie pomiaru
oznajmione sygnatem dzwiekowym.

Po zakonczeniu pomiaru linii bazowej, wyja¢ kuwete z czystym rozpuszczalnikiem z uchwytu na kuwety.
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Q Wskazéwka

Spektrofotometr zapamietuje pomiar linii bazowej i automatycznie koryguje wszystkie kolejne

pomiary.

W przypadku checi zmiany rozpuszczalnika nalezy ponownie wykonaé pomiar linii bazowe;j.

V.4 Pomiar widm absorpcji

Kuwete z roztworem umiesci¢ w uchwycie w komorze spektrofotometru. Po zamknieciu komory uruchomié¢
pomiar widma absorpcji naciskajac przycisk ,,START/STOP”. Widok ekranu spektrofotometru podczas

pomiaru widma przedstawiono na rys. 6.

Rys. 6: Ekran spektorofotometru podczas pomiaru przyktadowego widma absorpcji. U géry ekranu wyswi-
etlana jest dtugosc fali, dla ktérej wykonywany jest pomiar.

V.5 Zapis wynikow pomiaréw na dysku komputera

Po kazdym zakonczonym pomiarze dane nalezy przesta¢ do komputera. W tym celu spektrofotometr
nalezy przetaczyé w tryb transferu plikéw poprzez dwukrotne nacisniecie klawisza ,,RETURN". Na ekranie
pojawi sie okno przedstawione na rys. 7. Za pomoca strzatek nalezy wybra¢ ,,OK" i zatwierdzi¢ wybér
klawiszem ,,ENTER". Na ekranie pojawi sie¢ okno wyboru trybu pracy przedstawione juz wczesniej na rys.
3.
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Rys. 7: Ekran spektrofotometru po dwukrotnym nacisnieciu przycisku ,RETURN" po zakohczonym po-
miarze.

Nastepnie nalezy wybraé przycisk ,,F3 - FileTrans”, co spowoduje przetaczenie spektrofotometru w tryb

transferu danych. Ekran urzadzenia powinien wyglada¢ jak na rys. 8.

Rys. 8: Ekran spektrofotometru w trybie transferu danych.
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Nastepnie uruchomi¢ program UVDataManager na komputerze. Po uruchomieniu programu nalezy
potaczy¢ sie ze spektrofotometrem poprzez naciéniecie przycisku ,,Connect”, a nastepnie wybér portu

COM1, co widoczne jest na rys. 9.

o
Photometer
Ch. | Data Mame | File Type | Diate | Wavelength |
Target :
Muprdalaer ! Data -
Seral Port 0k
LConnect COMZ E Cancel E mit | Help |
COM3: —
PC COM4:
Directories :
o Original. caw
3 Program Files STRUMST.LOG
i IWYOTHAM.CMT
I Dithd an. ene
|dtrnan. kip
Drives : | =" j File Type : |.-'l'-.ll["."] j

Rys. 9: Okno programu UV Data Manager podczas taczenia ze spektrofotometrem.

Po wyborze portu COM1 i zatwierdzenie przyciskiem ,,OK" nastapi przekazanie danych z urzadzenia
do pamieci komputera. Okno programu bedzie wyglada¢ jak na rys. 10.

Dane pomiarowe (widmo absorpcji) znajduja sie w pliku Original. W celu ich zapisania nalezy zaznaczy¢
kanat 00 oraz Target: Data (jak na rys. 10).

Miejsce zapisu pliku wybieramy w oknie Directories. Dla tatwego odnalezienia zapisanych plikéw
rekomendowana jest $ciezka C — Documents and Settings — laboratorium, a nastepnie zapisanie danych
we wtasnym folderze w dokumentach lub na pulpicie.

Dane zapisywane s3 po nacisnieciu przycisku Save i nadanie nazwy pliku. Dane nalezy zapisa¢ w for-
macie *.csv wybieranym z listy File Type podczas zapisu.

Po zakonczonej transmisji nalezy wyjs¢ z trybu przesytu danych poprzez naci$niecie klawisza ,RE-
TURN"™

Po kazdym zakonczonym pomiarze widma absorpcji dane nalezy zapisaé na komputerze zgodnie

Z opisana powyzej procedura.
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At TP E RN e T J _|h2‘

Phataometer
Ch. | Drata Mame | File Type [rate YW avelength Graph
(i Original Spectm 20250822 800.0-300.0 -
) ABC Spectrun 2025-08-21 B50,0-350,0 Peremiens
nz 447042 Spectrumn 20110111 460,0-430,0 —
K] 40264BA5 Spectium 20110111 420,0-330,0
04 402641 Spectrun 20110111 420,0-3280,0 Target :
05 447 Spectrumm 2011-01-11 460.0-420,0 =
0a L 10 Spectium 2011-058-24 550,0-320,0 Data :I'
Update Save | Load | E wit | Help |
PC
Directories : Filesz
[ [
3 Documents and 5 ettings
@ —
[ Cookies
1 Intel
Dirives | | = j File Type : |.-'1'-.II[°‘.°‘] j

Rys. 10: Okno programu UV Data Manager po przekazaniu danych ze spektrofotometru.
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