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1. Wprowadzenie

W metodach spektroskopowych sygnat analityczny pmevsw wyniku oddziatywania
promieniowania elektromagnetycznego lub korpuskelgn na badana prapk Promieniowanie
elektromagnetyczne zachodzi wskutek okresowychrzpuda elektromagnetycznego rozchgmzh s¢
w przestrzeni ze skozory predkoscia i zwigzanych z przenoszeniem energii. Promieniowanie
elektromagnetyczne skitadae¢ sz fotondw, czyli kwantdw promieniowania (kwantowneggii).
Charakterystycznich wtasndcia jest energia

E=hv (1)
gdzie: E - energia fotonu wyrana w jednostkach energii (zgodnie z uktadem Sl w
dzulach, poprzednio w ergach lub w kaloriach: 1J Ze§ = 0,2389 cal);
h - stata uniwersalna Plancka - 6,686 Js (6,626.0°’ergs, 1,583.0° cals);
v - czstotliwos¢ drgar promieniowania emitowanego lub absorbowanego,
wyrazona w hercach (Hz).

Promieniowanie elektromagnetyczne dkaesk takze przy pomocy diugai fali

a=S 2)
14

gdzie ¢ - predkasé swiatta w préni (310° m/s). Wzory (2) i (3) mzna przeksztaléi
c
E =h= 3
; ®3)

Spektroskopia molekularna gsteczkowa) obejmuje badanie widmasteczkowych. W
0ogolnym pogciu widma casteczkowego $ zawarte trzy rodzaje widm promieniowania
elektromagnetycznego: widmo rotacyjne, widmo osgyle-rotacyjne oraz elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjne danejgsteczki.

Catkowitg energé czgsteczki E mazna zatem przedstadvijako sung trzech skladnikow
odpowiadajcych trzem rodzajom ruchu wasteczce:

E = E.+Ex+ Eot (4)
gdzie E¢ - energia elektronowa (zg#ana z ruchem elektronow),
Eos - energia oscylacyjna (zgaana z ruchem oscylacyjnym),
Erot - €nergia rotacyjna (z4zana z ruchem rotacyjnym).

Energia elektronowa w ggteczce (wart@ podobna jak w atomie) jest wielokrotnie

wigksza od energii oscylacyjnej, a ta z kolei jestksza od energii rotacyjnej. Rdice pom¢dzy

poziomami elektronowymi wynosgzkilka elektronowoltow, pomgdzy poziomami oscylacyjnymi
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dziesite i setne oxci eV, a pomgdzy poziomami rotacyjnymi tystzne czsci eV. Stosunek

wartasci poszczegolnych rodzajéw energii jest w przidatiu nasgpujacy:
Ee:Eos: Ewt = 1000:10:1

Znaczne rénice wartdci poszczegOllnych rodzajéw energii powaguie odpowiednie
widma pojawiag sie w raznych zakresach spektralnych. Pochéore kwantow promieniowania z
zakresu dalekiej podczerwieni jako najmniej engmgaiego mee powodowd tylko zmiany
energii rotacji; powstaje wtedy widmo rotacyjne aliaorbowana energia nie wystarcza do zmiany
energii oscylacji i energii elektronowej. Promienamie z zakresu bliskiej podczerwieni, o
wickszej energii, powoduje prZeja pomedzy poziomami oscylacyjnymi. Poniewvamianom
energii oscylacyjnej towarzygzmiany energii rotacyjnej, powsdayvidma oscylacyjno-rotacyjne.
Zmiany energii elektronowej me wywota tylko zaabsorbowanie promieniowania z zakresu
widzialnego i nadfioletu. Poniewazmianom tej energii towarzyszzazwyczaj zmiany energii
oscylacyjnej i rotacyjnej, powstaje widmo elektrarmoscylacyjno-rotacyjne (Rys. 1).
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Rys. 1 Schemat przei elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych w cgsteczce dwuatomowej. E - poziomy
elektronowe, v- poziomy oscylacyjne, | - poziomy tacyjne, a - przegcia elektronowe, b - prze§cia oscylacyjne, ¢
- przejscia rotacyjne.

Energie rotacji, oscylacji i elektronowa mogrzyjmowa& tylko wartgci okreslone

warunkami kwantowymi, z ktérych podstawowezina sformutowé nastpujaco:

o Aby nasgpita absorpcja promieniowania mygszstnie takie dwa stany kwantowe
czsteczki Y, i W, , ktdrych r@nica energii odpowiada energii promieniowania
padajcegohv.

E -E.=hv, _=AE (5)

nm
Dla 1 mola substancfAE przyjmie wartéc:

heN, _ 12000
A A

AE = hv Ny = J/ mol (6)
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gdzie:Na - stata Avogadrd) - stata Planckaj - dlugas¢ fali w nm,

V - czestotliwos¢ promieniowania.
0 Absorpcja promieniowania musi dyzwigzana ze zmian momentu dipolowego
czasteczkiu. W sposéb iléciowy warunek ten opisuje tzw. moment piz& midzy
stanami elektronowymi, okékajacy prawdopodobigstwo absorpcji dopasowanego,

zgodnie z poprzednim warunkiem, fotonu:
R, = [ W, uW, dr (7)
gdzie:R, m- moment przégia, %, ¥, - elektronowe funkcje stanow, gdizy ktorymi
zachodzi przégie elektronéwy - moment dipolowy cgsteczki,dr - element
objtosci.

Przegcie elektronowe dozwolone jest wtedy, gBy., #0. Przejcia spetniaggce reguty
wyboru nosz nazwe przeg¢ dozwolonych, a niespetnigge regut wyboru - prz& wzbronionych.
Miarag intensywndci pasma absorpcji jest watomolowego wspotczynnika absorp@hax, przy
diugcici fali w maksimum absorpCiimax Wartd¢ gnaxjest miag prawdopodobigstwa przejcia i
dla przej¢ wzbronionych £ przyjmuje mate wartxi (rzedu kilku I/molcm) a dla przég

dozwolonych wartéci duze (do 1,5.0° I/molcm).

2. Prawa absorpcji

Promieniowanie elektromagnetyczne, przechodarzez roztwér, mee ulega: absorpcii,
odbiciu i rozproszeniu. Natenie wizki padajcej wyraa st wzorem:
lo=1la + k + | (8)
gdzie |, - natzenie promieniowania zaabsorbowanego przez roztwor,
I - natzenie promieniowania przechag®ego przez roztwor,
I, -natzenie promieniowania odbitego i rozproszonego.
Poniewa pomiary absorpcji promieniowania wykonuje siajczsciej w stosunku do roztworu
poréwnawczego (odsaika), ktérego skiad powinien byzblizony do sktadu probki i ktory
znajduje s} w identycznych kuwetach, promieniowanie odbite ozproszone If) w obu
przypadkach jest jednakowe i peoby pominite. Roztwor odnénika w warunkach pomiaru nie
absorbuje promieniowania, gdyie zawiera substancji oznaczanej izme przyjc¢, ze natzenie
wigzki promieniowania przechogeej przez roztwér odrioika jest rowne nakeniu wizki
padajicej na roztwor badanej probki. Stosunekemaia promieniowania przechagego przez

prébke () do natzenia promieniowania pad@ego na probk (I;) (rébwnego nafzeniu
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promieniowania przechogdeego przez odrinik), nazywamy transmitarngjub przepuszczalisoig

I 0znaczamy

T=l ©
Transmitangj najczsciej wyrazamy w procentach

T= :—t [100% (10)

o]

Moze ona przybieawartasci od 0% do 100%.
Natzenie promieniowania zaabsorbowanego zaled stzenia roztworu i od gruldei
warstwy absorbygpej. Matematycznie zataos¢ te opisuje prawo Lamberta-Beera, ktore w postaci

logarytmicznej przyjmuje posta
A= Ig||—° = kcl (11)
t

Logarytm dziesjtny stosunku nagenia wiazki promieniowania padggego na badanprobke (1)
do natzenia wizki promieniowania przechogeego przez badanpréblke (I;) nazywany jest
absorbang]. Przyjmuje ona wartgi z przedziatu od 0 do nieskczongci.

Gdy stzenie roztworu jest wyemne w mol/l, a grub& warstwy jest wyraona w cm,
wspotczynnik proporcjonalrici k nosi nazw molowego wspotczynnika absorpcg)(Wzér (11)
przyjmuje wowczas posta

A=c¢lc (12)
Jest to podstawowe prawo spektrofotometrii absgnegy

Zaleznos¢ migdzy absorbangja transmitangjwyraza zalenosc:

1
A=lg= 13
9 (13)
lub gdy transmitancja jest wyirana w procentach
0,
A=lg 100% (14)
T
Zaleznos¢ odwrotry tj. transmitancji od absorbancji wyiawzor
100
= a w procentach T= 15
10% P 1c* (13)

Czulcs¢ metody spektrofotometrycznej okle wspotczynnik proporcjonaldoi z prawa
Lamberta-Beera:
o molowy wspotczynnik absorpcji wdaiwej (¢) dla stzenia wyraonego w mol/l, ktérego

jednostlg jest I/(mol cm);
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0 masowy wspotczynnik absorpcgi)(dla stzenia ) wyrazonego w g/l, ktérego jednostiest I/(g
- cm). Liczbowo wspéiczynnik absorpciji wtawej jest rowny absorbancji roztworu substancji

oznaczanej o gteniu 1 g/l, w kuwecie o gruba 1 cm.

a-= V (16)

Absorpcg whasciwg wyraza st w ml/(ug - cm); jest ona wtedy liczbowo rowna absorbanciji
roztworu oznaczanej substancji @z&niu 1pg/ml (dawniej ppm) w kuwecie o grugm warstwy 1
cm.

Jeeli w badanym roztworze znajduje e¢si kilka sktadnikbw, oznaczanie
spektrofotometryczne moa wykong poprawnie tylko wtedy, gdy spetnione jest prawo
addytywndci absorbancji, wg ktérego absorbancja mieszanast yéwna sumie absorbanciji
poszczegolnych sktadnikdw, a absorbancja pojedgucsitadnika jest taka, jakby tylko on jeden

znajdowat s w badanej probce. Matematycznie prawo to &&jg nastpujace wzory:

A=A+ A+ AZY A (17)
i=1
A=£Cl+e,Cl+..6,61=D £l (18)

i=1
a dla s¢zenia masowego;
A=apl+a,p,+..8,6,1=3 ap | (19)
i=1
gdzie:A - absorbancja mieszaniny,
A1, Az, A, - absorbancje poszczegdlnych sktadnikdw,
C1, G, G- Skzenia molowe poszczegodlnych sktadnikow,
&, &, & - molowe wspotczynniki absorpcji poszczegélinyctagdkikow,
a1, &, a, - wspotczynniki absorpcji wkgiwej poszczegolnych sktadnikow,

P, P2, Pn - Skzenia masowe poszczegoélnych sktadnikow.
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3. Analiza ilosciowa

Najczsciej do wykonywania iléciowych oznacze spektrofotometrycznych jest stosowana
metoda krzywej wzorcowej (krzywej kalibracyjnej)ragwa wzorcows nazywamy przedstawign
graficznie zaleno$¢ absorbancji od stenia substancji wzorcowej. Wykonanie takiego wylres
umazliwia bezpdrednie odczytywanie szukanychesn na podstawie zmierzonych waito
absorbancji oznaczanych probek. Prostoliniowy peteltej zalenosci w badanym zakresie
swiadczy o spetnieniu przez ukfad prawa LambertarBe®/spotczynnik kierunkowy otrzymanej
prostej (tangens gka nachylenia) jest to wspotczynnik absorpcji ozame] substancji (przy
jednostkowej grubsi warstwy pochtaniacej). W celu wykrélenia krzywej wzorcowej
przygotowuje si 5 - 6 roztworow wzorcowych o coraz ekszych s¢zeniach tak dobranych, aby
réznity sie o okoto 30% i obejmowaly swym zakreseryshia oznaczanych roztworéw.

Nie wystarczy jednorazowe spadzenie krzywej wzorcowej. Zmiany warunkéw pracy i
temperatury, partii odczynnikow, wskazprzyrzdu powodu przesungcie sk krzywej lub zmiag
kata jej nachylenia. W zateosci od tego jak die g te odchylenia, naly kazdorazowo sporgdza
krzywa pracy w danym dniu pomiaru, albo korzystajednej krzywej wyznaczonej na podstawie
kilku serii pomiarow.

Krzywa wzorcowa mze przechodZi lub nie przechodéi przez pocatek ukiadu

wspotrzdnych (Rys. 2).

a)A b) A c) 4

y=asx y=asx+a y=asx?+bx
do

9, mg/ml », mg/ml p, mg/ml

Rys. 2.Rodzaje krzywych wzorcowych dla uktadéw jednosktadikowych a) uktad spetniajpcy prawo Lamberta-
Beera, b) uklad spetniajcy prawo Lamberta-Beera zawierajcy state podide, c) uklad niespetniajcy prawa

Lamberta-Beera

Przypadek a), gdy = a,x spetnione jest prawo Lamberta-Beera; po oznacadsarbancji badanego
roztworuA, stzenie substancji oznaczanej odczytugergorost z krzywej wzorcowegp{ - wspotczynnik
absorpcji wiaciwej). Przesuriie prostej kalibracyjnej wzdtuosi A (przypadek b) bywa spowodowane
obecndcig , oprocz skladnika oznaczanego, innych substaigorbujcych (podiaa, tla). Jeeli
absorbancja podta nie zaleéy od sktadnika oznaczanego, to eliminuje jsgo wplyw przez odgie

ustalonej wartsci a, albo wprowadza sijako odnénik slepa proke. Jeeli uktad nie spetnia prawa
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Lamberta-Beera (przypadek c), ina rownie prowadzé oznaczanie korzystgj z krzywej wzorcowej,

jednakke wymaga to zwkszenia liczby roztworow wzorcowych tak, aby ickzehia nie ranity sie

wiecej niz 10%.

3.1. Wybor diugdsci fali i stezen roztworéw wzorcowych
W spektrometrii ilgciowej naley dokon& wyboru:
o analitycznej dhuggi fali przy ktorej ledg wykonane pomiary,
0 odpowiednich stzen substancji oznaczanej,
0 metody pomiaru.
Analityczmy dtugas¢ fali A wybiera s¢ na podstawie krzywej absorpcji (Rys. 3)
'a) )
0,9#- —————————————— Amax

06

Amin
o/o_—’

P2 P3 9,mg/ml
A0 3 1@/

Rys. 3. Poréwnanie doktadnéci pomiaru absorbancji roztworu dla réznych dtugaosci fali: a) krzywe absorpcji, b)

zaleznosé¢ absorbancji od stzenia przy Amax i Amin-

Pomiary wykonywane przymax 0dznaczaj sie najwicksza doktadngria i czutcscia. Z Rys.
3 widat, ze zmiana stenia w przedzialg, - o, 0 4o powoduje zmiag absorbancji AA. PrzyAmax
wartas¢ 4A jest znacznie wksza nk przy Amin. Chocia praktyczny bdd pomiaru absorbancji jest w
przyblizeniu jednakowy £0,01), jest oczywisteze dla duych wartéci 4A doktadnd¢ pomiaru
bedzie najweksza. Dla jednakowych &dow pomiaru absorbancjiqut oznaczenialp bedzie duzo
wiekszy przyAmin Nz Przy Amax

Bardzo male stenia substancji barwnej w roztworzge aznaczane z aym bkdem, gdy
przepuszczaln@ roztworu badanego jest podobna do przepuszcsalmoztworu odniesienia i
najczsciej bliska 100%. W przypadku intensywnie zabarw@n roztworow tylko mata ¢&¢
promieniowania przechodzi przez roztwor, cozeapowoduje zwikszenie wynikow pomiaru. W

celu wyboru najkorzystniejszegastnia warstwy absorbagej naley znale¢ takie wartdci A (T),
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aby przy danym bbzie 4A (4T) blad wzgkdny wyznaczenia stenia % byt najmniejszy.

Zaleznosé biedu Eod transmisji mena wyrazé nastpujagcym réwnaniem:
c

Ac _ 0,434
c TlogT

(20)

Graficznie zalenos¢ bledu wzgkdnego sizenia od transmisji przedstawia Rys. 4.

%C.,,

10

1007 %

Rys. 4. Zalgno$é¢ miedzy bledem wzgkdnym pomiaru a mierzonymi wartosciami absorbanciji.

Pomiary absorbancji wykonuje esinapetniagc kuwet pomiarow roztworem probki
badanej, a kuwetodniesienia - odrémikiem, ktdérym jest najezciej rozpuszczalnik na ogét w
metodach bezpgoednich lubslepa préba (w metodach grednich). Metody spektrofotometryczne
bezpdrednie g to metody, ktérych podstamjest selektywna absorpcja oznaczanego sktadnika.
Metody pdrednie to te, w ktorych pomiary absorpcji prowadki dopiero po spowodowaniu
absorpcji (najcgsciej w reakcji powstawania barwnego 2zwku), ktOrej warté¢ jest
proporcjonalna do atenia oznaczanego sktadnika.

Przygotowujc robocze roztwory wzorcowe przez rozZgieenie wzorcowego roztworu
podstawowego, najkorzystniej jest tak ddbrsiezenia, aby otrzyma optymalny dla danego
spektrofotometru zakres wafth mierzonej absorbancji. Najgxie] wywany zakres wartai
pomiarowych dla aparatéw punktowych wynosi 0,28 Wartdgci absorbancji. Nale/ obliczy - na
podstawie zalenosci ¢ = Alel (jezeli wartas¢ € jest znana) - stenie odpowiadape zataonym

wartagsciom absorbanciji.
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4. Aparatura

Do pomiarow absorpcji shg spektrofotometry. Rys. 5 przedstawia blokowy schiem
spektrofotometru.

2 m hy Jf
rom. y
® polichr. M -3 1 2

Rys. 5. Blokowy schemat spektrofotometru optycznegoZ - zrddio promieniowania ciagtego, M
monochromator, K - kuweta z badanym roztworem,K, - kuweta z rozpuszczalnikiem (odnfnik), D - uktad

detektora, R - rejestrator, P- synchroniczny przesuw tdmy rejestratora i bebna monochromatora.

Zrodio Z wysyta chgte promieniowanie elektromagnetyczne. Wyshiona przez monochromator
M monochromatyczna wzka promieniowania przechodzi na przemian przezeluW z badag
substangj i przez identyczs kuwet porownawcza, (z odndnikiem). KuwetaK, w przypadku
pomiaréw absorpcji roztworéw jest wypetniona ta ganiecz, w ktorej rozpuszczono substagcj
badam. W niektorych przyrgdach (tzw. spektrofotometry dwuyzkowe) promieniowanie
wychodzce z monochromatora jest dzielone na dwigziio jednakowym nateniu, z ktorych
jedna przechodzi przeK a druga, jednocZaie, przezK,. W obu przypadkach, w uktadzie
detektoraD, nastpuje pomiar natzenia wazki, ktora przeszta przez kuweK (l,) i przechodzcej
prze kuweg K, (lo). RejestratoR kresli widmo absorpcyjne badanej substancji w postazykej A

= ().
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5. Mozliwosci i ograniczenia spektrofotometrycznej analizy iléciowej

5.1. Czutagé

Czutcs¢ metody definiuje s jako najmniejsze oznaczalnee¢znie substancji lub

najmniejsza rénica w stzeniach substancji, kt9rmozna oznacz§ za pomog danej metody. Dla
metod spektrofotometrycznych obiektywnym, liczbowywyrazeniem czutéci jest molowy
wsp6tczynnik absorpcjigj. Molowy wspétczynnik absorpciji nie me przekroczg wartgici 1,510°
(ta warté¢ wynika z teorii). Najmniejsze @tenie substancji (mol/l) oznaczalne
spektrofotometrycznie nima obliczy ze wzoru Lamberta-Beera. Przy zadoiu, ze A = 0,02
(minimalna absorbancja, ktdmazna zmierzy), | = 2 cm (grub& kuwety), e = 10" (molowy
wspotczynnik absorpcfirednio czutej metody spektrofotometryczne))

0,02
2010*

J&ili przyja¢ mag molowg substancji jako przykiadowo rowr200 g/mol to minimalne oznaczalne

c=

=10° M (21)

stezenie tej substancji (dkxednio czutej metodyg = 1, i klasycznego spektrofotometru) wyniesie

c:%=2ﬂ0‘7g/ml = 0,2ug/ml = 0,2 ppm
5.2 Technika pomiarow
Technika pomiarow w zakresie UV/Vis jest prostaparatura tatwo dogina. Wekszasé
stosowanych rozpuszczalnikow jest tania i tatwa adayszczenia (typowe z nich to heksan,
metanol, woda).
5.3. Zastosowanie spektrofotometrii UV/Vis
Metoda mage by stosowana do oznaczania zawsctosladowych oraz do oznaczania

czystaci gtownego skladnika.

5.4 Wady metody spektrofotometrii UV/Vis

Zasadnicz wady tej metody jest dty biad, ktéry przecjtnie wynosi 5 - 10%, a podczas
oznaczanialadéw (do 10 %), ze wsfpnym zagszczaniem, wielk& bledu maze wynosé do
30%.



