SPEKTROFOTOMETRIA

Spektrofotometria jest technika instrumentalna, w ktorej do celow analitycznych
wykorzystuje si¢ przejscia energetyczne zachodzace w czasteczkach, spowodowane absorpcja
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 gtownie spektrofotometria UV 1 VIS.

Metoda spektrofotometrii UV-VIS mozna oznaczaé substancje organiczne (np. wiele
zwiazkéw posiadajacych wigzanie m lub elektrony n, w tym weglowodory aromatyczne,
aldehydy, ketony, kwasy 1 aminy) 1 nieorganiczne (np. pierwiastki ziem rzadkich, ozon, SO,)
wykazujace absorpcje w nadfiolecie, zwiazki absorbujace promieniowanie w zakresie
widzialnym, w tym barwne zwiazki organiczne (barwniki) i barwne sole metali (np. KMnO4,
CuSQ,) oraz substancje, ktorych formy absorbujace promieniowanie uzyskuje si¢ na drodze
reakcji chemicznych. Do celéw tych najczesciej wykorzystuje si¢ reakcje kompleksowania.
Opracowano wiele procedur oznaczen kationdow metali w formie barwnych zwiazkow
kompleksowych z ligandami organicznymi.

Analiza iloSciowa metoda spektrofotometrii UV-VIS oparta jest na pomiarze
absorbancji A; badanego roztworu przy okreslonej dlugosci fali A i wykorzystaniu prawa
Lamberta-Beera, zgodnie z ktorym:

A)\ = 8;;1'C

gdzie g, jest wspoOtczynnikiem absorpcji przy dlugosci fali A, 1 gruboscia warstwy
absorbujacej, a ¢ stgzeniem analitu w badanym roztworze.
Absorbancj¢ definiuje si¢ jako:

IO
A= logT

gdzie Iy to natezenie promieniowania padajacego na osrodek absorbujacy a I to natgzenie
promieniowania po przejsciu przez osrodek absorbujacy. Prawo Lamberta-Beera dotyczy
absorpcji promieniowania przez roztwory i1 mozna je sformutowaé nastgpujaco: jezZeli
wspolczynnik —absorpcji  rozpuszczalnika jest rowmy zeru, to absorbancja wiqzki
promieniowania monochromatycznego przechodzqcej przez jednorodny roztwor jest wprost
proporcjonalna do steZenia c roztworu i do grubosci warstwy absorbujqgcej |.

Zalezno$¢ pomigdzy absorbancja a stgzeniem analitu, w warunkach gdy badany uktad
spetniania prawo Lamberta-Beera ma charakter prostoliniowy i mozna ja wykorzysta¢ do
wyznaczenia stgzenia analitu w probce. Prawo Lamberta-Beera stosuje si¢ do roztwordow
rozcienczonych, bowiem przy wigkszych stezeniach warto$¢ wspolczynnika absorpcji zalezy
zwykle od stgzenia oznaczanej substancji. Na wykresie obrazujacym zalezno$¢ absorbancji
roztworu od jego stgzenia uwidacznia si¢ to w zakrzywieniu linii kalibracyjnej w zakresie
wyzszych stezen w gore lub w dot, ktore okresla si¢ odpowiednio jako dodatnie lub ujemne
odstepstwa od prawa Lamberta-Beera. Odstepstwa te moga by¢ natury chemicznej lub
instrumentalnej. Odstgpstwa natury chemicznej wystgpuja, gdy zachodza oddziatywania
czasteczek substancji rozpuszczonej pomigdzy soba (dysocjacja asocjacja) lub z czasteczkami
rozpuszczalnika natomiast zasadniczym czynnikiem aparaturowym powodujacym odstgpstwa
od prawa jest niedostateczna monochromatyzacja promieniowania.

Prawo Lamberta-Beera odnosi si¢ do przypadku, gdy w roztworze znajduje si¢ jedna
substancja absorbujaca. Jezeli w roztworze jest wiecej substancji, ktore absorbujq
promieniowanie przy wybranej dlugosci fali, to absorbancja tego roztworu jest rowna sumie
absorbancji jego poszczegolnych sktadnikow:



A=A1+A+As+ ...t A =(g1c1 T & tescs+ ... +gucy) - 1

gdzie €5, €, € 1 €, to wspoOlczynniki absorpcji odpowiednich substancji obecnych w
roztworze, cj, C», C3 1 C, 0znaczaja st¢zenia tych substancji, a 1 jest gruboscia warstwy
absorbujacej. Powyzsza zalezno$¢ to prawo addytywnosci absorbancji, z ktorego korzysta sie
w spektrofotometrycznej analizie uktadow wielosktadnikowych.

Kalibracja

W spektrofotometrii do wyznaczenia st¢zenia oznaczanej substancji wykorzystuje si¢
zwykle pomiar absorbancji roztworu zawierajacego dany analit. W zaleznos$ci od $rodowiska
chemicznego, w ktérym znajduje si¢ analit, jak rowniez ustalonych warunkow pomiarowych
warto$¢ sygnatu mierzonego dla danego st¢zenia analitu moze ulega¢ zmianie i stad nie moze
jednoznacznie §wiadczy¢ o ilosci analitu w prébee. Dlatego konieczne jest przeprowadzanie
kalibracji danego oznaczenia.

Istnieja rézne metody kalibracji, do najczgsciej stosowanych nalezy metoda serii
wzorcow. W metodzie serii wzorcOw przygotowuje si¢ roztwory wzorcowe, czyli syntetyczne
roztwory o znanych, §cisle ustalonych stezeniach analitu. Po poddaniu tych roztwordéw
pomiarom, przedstawia si¢ otrzymane wyniki w ukladzie wspotrzednych sygnat (w
przypadku spektrofotometrii jest to zazwyczaj absorbancja) — stezenie analitu, a nast¢pnie
dopasowuje si¢ do nich okreslona funkcj¢ (zazwyczaj lini¢ prosta). Pomiary wykonuje si¢
zwykle przy okreslonej dlugosci fali, najcze$ciej odpowiadajacej maksimum absorpcji
oznaczanej substancji oraz wzgledem roztworu odniesienia (tzw. §lepej proby), czyli roztworu
przygotowanego analogicznie jak roztwory wzorcowe 1 roztwor probki, lecz nie
zawierajacego analitu. Prostoliniowy przebieg zalezno$ci A=f(c) §wiadczy o spetnieniu przez
badany uktad prawa Lamberta-Beera. Wyznaczenie wspotczynnika kierunkowego tej prostej
umozliwia obliczenie wspolczynnika absorpcji oznaczanej substancji. W celu wyznaczenia
stezenia analitu w probce rejestruje si¢ odpowiadajacy jej sygnat i odnosi si¢ go do linii
kalibracyjnej. Roztwodr probki powinien by¢ przygotowany w taki sposob, by maksymalny
zakres stezen analitu w roztworach wzorcowych obejmowal przewidywane jego st¢zenie w
probcee.

Aparatura
Do badania absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w nadfiolecie i zakresie

widzialnym widma stuza spektrofotometry UV-VIS. Schemat blokowy spektrofotometru
przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 1. Schemat blokowy spektrofotometru



Do pomiarow wykorzystywany bedzie spektrofotometr Spekol 11 firmy Carl Zeiss
Jena. Spekol 11 wyposazony jest w halogenowa zarowke projektorowa stanowiaca zrodto
promieniowania, monochromatorem jest precyzyjna siatka dyfrakcyjna (651 szczelin/mm),
za$ do detekcji promieniowania stluza dwie fotokomorki: niebieskoczuta (340-620 nm) oraz
czerwonoczuta (620-850 nm). Aparat wyposazony jest we wskaznik cyfrowy.

Spektrofotometryczne oznaczenie Fe(I1I) metoda rodankowa

Jony rodankowe (tiocyjanianowe) w niezbyt kwasnym S$rodowisku reaguja z Fe(III)

tworzac czerwono zabarwione kompleksy zelazowo-rodankowe (Amax =480 nm). W wyniku
stopniowej reakcji kompleksowania w roztworze moga powsta¢ kompleksy Fe(SCN)*,
Fe(SCN)," itd., az do Fe(SCN)s". Stezenia reagentow i pH $rodowiska decyduja, ktére z
kompleksow przewazaja w roztworze. W roztworach o mikrogramowych stezeniach Fe(III)
przewaza pierwszy kompleks w szeregu. Kwasowos$¢ roztworu powinna by¢ co najmniej taka,
aby nie dopusci¢ do hydrolizy jonéw Fe(IIl), ktora zaczyna si¢ juz przy pH ok. 3.
Metoda rodankowa mozna oznacza¢ Fe(Ill) Iub catkowita zawarto$¢ zelaza, po
wcezesniejszym utlenieniu Fe(Il). Oznaczaniu przeszkadzaja aniony tworzace z Fe(Ill) trwate
kompleksy: fluorki, fosforany, cytryniany i szczawiany. Przeszkadzaja réwniez jony metali
tworzacych w warunkach reakcji barwne kopmpleksy (Co, Mo, Bi, Ti).

Odczynniki:
roztwor podstawowy soli Fe** o stezeniu 1 mg Fe*'/mL;
0,1% roztwor HCI,
0,1 M roztwoér HCI,
20 % roztwdor KSCN.

Przygotowanie roztworow wzorcowych i sporzqdzenie wykresu kalibracyjnego

Roztworem wykorzystywanym do przygotowania serii roztworow wzorcowych jest
roboczy roztwor wzorcowy soli Fe'™ o stezeniu 10 pg Fe**/mL sporzadzony przez 100-krotne
rozcienczenie roztworu podstawowego zelaza(Il) o stezeniu Img Fe'/mL 0,1%-wym
roztworem HCIl. Roztwér roboczy nalezy przygotowaé w kolbie o pojemnosci 100 mL po
wcezesniejszym jej przeptukaniu 0,1% roztworem HCI.

W celu sporzadzenia serii roztwordw wzorcowych do wyznaczenia zaleznoSci
kalibracyjnej 6 kolbek miarowych o pojemnosci 50,00 mL nalezy przeptuka¢ 0,1M
roztworem HCI. Do kazdej z nich odpipetowa¢ nastgpujace objgtosci roboczego wzorcowego,
tj. o stezeniu 10 pug/mL: 0 (Slepa préba), 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 i 10,00 mL, nastepnie dodac
5,0 mL 20% roztworu tiocyjanianu potasu* 1 uzupetni¢ do kreski 0,1 M roztworem HCI.
Roztwory doktadnie wymiesza¢, nastgpnie kolejno przela¢ do kuwety i zmierzy¢ ich
absorbancje przy dilugosci fali A=480 nm stosujac jako odnos$nik roztwor Slepej proby. Na
podstawie uzyskanych wynikow sporzadzi¢ wykres kalibracyjny.

Oznaczanie zelaza w badanej probce

Otrzymany roztwor przenies$¢ ilosciowo do skalibrowanej kolby miarowej na 100 mL,
dopeti¢ woda destylowana do kreski, wymieszac, a nastgpnie pobrac¢ kalibrowana pipeta trzy
porcje po 25 mL do kolbek miarowych o pojemnosci 50,00 mL. Do kazdej kolbki doda¢ 5,0
mL 20% roztworu tiocyjanianu potasu* i uzupeli¢ do kreski 0,1 M roztworem HCI.



Roztwory doktadnie wymieszaé, nastepnie kolejno przela¢c do kuwety 1 zmierzy¢ ich
absorbancje¢ przy dtugosci fali A=480 nm stosujac jako odnos$nik roztwor §lepej proby.

Odczytac stezenie zelaza(Ill) w barwnym roztworze z krzywej kalibracyjnej i obliczy¢
oznaczang ilo$¢ zelaza (w mg) ze wzoru:

CcC*V
X="T7p00 [mel

gdzie: ¢ — stezenie zelaza odczytane z krzywej kalibracyjnej (ng/mL),
v — objetos$¢ badanego roztworu zelaza (tu 50,00 mL).

Zawarto$¢ zelaza w otrzymanej probce wynosi: mge = X*W [mg] (W - wspdimiernos¢ kolby z
pipeta).

*Uwaga:

Kompleks zelazo-tiocyjanian jest nietrwaly, dlatego nalezy dodawa¢é tiocyjanian do
wszystkich prébek (zaréwno wzorcowych jak i analizowanych) bezposrednio przed
pomiarem absorbancji. Pomiary spektrofotometryczne wzorcow i analizowanych
probek nalezy wykona¢ bezposrednio po sobie.



