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Spektrofotometry

SPEKTROFOTOMETR

Jest to aparat umozliwiajagcy réwnoczesng analize spektralng Swiatla i pomiar
strumienia Swietlnego. Rodzaj spektrometru optycznego, wyposazonego w wewnetrzne
wzorcowe zrédio Swiatlta, wzgledem Kktérego wykonuje sie pomiar natezenia
promieniowania $wiatta w widmie badanego obiektu (np. gwiazdy, wygrzewanej probki
chemicznej itp.).

Spektrofotometria jest dziatem spektroskopii, obejmujagcym badania iloSciowe i
jakoSciowe substancji z wykorzystaniem spektrofotometréw. W badaniach
wykorzystuje sie trzy wielkoSci (wszystkie stanowig funkcje dtugosci lub czestotliwosci
fali) charakteryzujace dang substancje: zdolno$¢ emisyjng, zdolno$¢ absorpcyjng i
zdolnos$¢ odbijajaca.

Stosowany m.in. w absorpcyjnej analizie spektralnej do pomiaru przepuszczalnosci lub
analizie iloSciowej, jakosciowej sktadu oraz absorpcji promieniowania w funkcji
dtugosci fali.

Ze wzgledu na konstrukcje rozroznia sie spektrofotometry:

* jednowigzkowe - jedna wigzka przechodzi najpierw przez roztwér odniesienia, a
nastepnie po zamianie kuwet, przez probke badang;

1 — Zzrodto promieniowania
2 — monochromator
3 —szczelina
4 — prébka
5 — detektor

* dwuwigzkowe - wigzka promieniowania ze Zrédtfa jest dzielona przez odpowiedni uktad
na dwie rownocenne wigzki pochodzgce réwnolegle — jedna przez roztwér, a druga przez
roztwér badany. Detektor wskazuje réznice absorbancji.
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Ze wzgledu na zakres pomiaru:

* napodczerwien (spektrofotometr IR) - budowane s3 jako tzw. jednowigzkowe
wedtug schematu ogdlnego podobnego do spektrometru UV, albo jak tzw.
dwuwigzkowe, eliminujac od razu z krzywej absorpcji absorpcje odnosnika oraz
sktadnikéw powietrza, przez ktore przebiega wigzka promieniowania.

Wiazka

promieniowania

ze Zrédia 1, po

odbiciu od

zwierciadta 2,

pada na dwa

zwierciadla o~ —.
umieszczone nad =\l oo
sobg 3, 3’ i zostaje ' |2, _yz’
rozdzielona na

dwie wigzki

biegnace dalej

réwnolegle jedna e

nad druga. Wigzki S, “\\Q~ : E
przechodza g SN— .
odpowiednio przez T~ \'
kuwety z probka i R )
odno$nikiem 4, 4’ i 1

po odbiciu od

zwierciadta (5, 5’1 6, 6’) ogniskuja

sie w szczelinie 7. Dalej odbijaja sie od

zwierciadia 8, 8’19, 9’, zostaja rozszczepione i zawrdcone w

pryzmacie 10 i po odbiciu od zwierciadet 9, 9’, przejsciu przez szczeline 7’
zostajg za pomoca zwierciadta 11, 11’ zogniskowane na koncach podwéjnej
termopary 12, 12’.

Zalezne od badanego zakresu podczerwieni pryzmat wykonywany jest z monokrysztatu
NaCl, KCl, KBr, LiJ i in. R6znica pragdéw termopar rejestrowana jest automatycznie w
sposéb cigglty w postaci krzywej absorpcji.

* na nadfiolet (spektrofotometr UV) - za jego pomocg po zmianie Zrddta
promieniowania mozna prowadzi¢ pomiary w $wietle widzialnym.*

Wigzka promieniowania ze
zrédta 1, po odbiciu od
zwierciadet 2, 3, 4, rozczepia
sie w pryzmacie 5, zostaje
zawrdcona zwierciadtem 6 i po
odbiciu od zwierciadta 4,
przechodzi przez kuwete
probka lub odno$nikiem (7, 7”)
i pada na fotokomorke 8.
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Uktad optyczny wykonany jest z kwarcu. Zamiast pryzmatu bywa stosowana
siatka dyfrakcyjna. W zaleznosci od sposobu pomiaru pradu fotokomorki
rozroznia sie: spektrofotometr z recznym nastawianiem dtugosci fali
promieniowania (przez odpowiednie ustawienie pryzmatu lub siatki
dyfrakcyjnej) i kazdorazowym kompensacyjnym pomiarem pradu fotokomarki
za pomocg potencjometru wyskalowanego w jednostkach przepuszczalnosci lub
wartosci absorpcji oraz spektrofotometr z automatyczng rejestracja krzywej
absorpcji.

*( Poczqgtki tej metody nalezy upatrywaé w metodzie zwanej kolorymetriq, a pierwszymi éb{ ot

odbywat sie przez poréwnanie intensywnosci zabarwienia dwdch roztworéw, roztwordow ktérych
jeden byt roztworem wzorcowym, a drugi — roztworem badanym. Przyktadem jest wizualny
komparator (kolorymetr) Dubosq’a przedstawiony na schemacie. )

przyrzqgdami byty wizualne kolorymetry — komparatory. Pomiar absorpcji promieniowania l*@
RN

1 - Zrddfo swiatta
2 —zwierciadto

3, 4 - naczyrika pomiarowe ' T 2
5 — uktad optyczny L\— >
6 — okular \®” !

7 — szklane walce

b1, b2 — grubos¢ warstw roztworu

na Swiatlo widzialne (spektrofotometr VIS) - zbudowane sg wedtug ideowego
schematu odpowiadajgcego spektrofotometrowi na nadfiolet. Uktad optyczny
wykonany jest ze szkta.

Obecnie coraz czesciej dzieli sie spektrofotometry UV -VIS na:
a) spektrofotometry klasyczne - monochromator znajduje sie przed probka i przez probke

przepuszcza sie kolejne wigzki swiatta monochromatycznego, ktore sukcesywnie dochodzg
do detektora;

b) spektrofotometry z detekcijg rownolegta za pomocg matryc diodowych - przez probke

przepuszcza sie promieniowanie polichromatyczne, a rozszczepienie wigzki promieniowania
nastepuje po przejsciu przez probke. Z kolei cate widmo pada réwnoczesnie na matryce
fotodiodowsg i nastepuje rownolegta detekcja.

g

1 — Zrédto promieniowania
2 — prébka
3 — polichromator
4 — detektor z matrycy diodowej
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Podstawowymi czesciami sktadowymi spektrofotometréow UV - VIS sa:
a) zrodto promieniowania

b) monochromator pmmi’z:j;";mia | monochromator e »|  deteltor
c) pomieszczenie do umieszczenia

komaorki pomiarowej h J
d) detektor mierzgcy natezenie .
promieniowania

e) wskaznik, rejestrator, komputer Schemat blokowy spektrofotometru UV — Vis

ad a) Zrédto promieniowania

Zrédto musi pokry¢ caty zakres UV — VIS, tzw. zakres od 180 do 800 nm.

Stosowane s3:

1. Lampy deuterowi — w zakresie od 180 nm do 380 nm.

2. Lampy wolframowo-halogenowe — powyzej 380 nm, przez zakres widzialny i bliskg
podczerwien.

3. Wysokocisnieniowe tukowe lampy ksenonowe — sg zrédtem ciggtego promieniowania,
pokrywajgcego caty zakres UV — Vis.

ad b) Monochromator

Monochromator ma za zadanie wybraé, z emitowanego przez zrddto ciggtego
promieniowania, waskie pasmo o zgdanej dtugosci fali i przepuscic je przez komorke z
badang substancjg. Monochromator sktada sie z:

1) szczeliny wejsciowej,

2) kolimatora,

3) elementu rozszczepiajgcego promieniowanie,

4) szczeliny wyjsciowe;j.

ad c) Komédrka pomiarowa

Absorpcje gazéw i cieczy bada sie w kuwetach. Kuwety pomiarowe powinny:
¢ zapewni¢ doktadnie znang grubos¢ warstwy absorbujgcej cieczy lub gazu:

e wykazywac odpornos¢ na dziatanie analizowanych substancji chemicznych;
e zapewni¢ w maksymalnym stopniu transmisje promieniowania.

ad d) Detektory

Stosowane w spektrofotometrach UV — VIS detektory fotoelektryczne przetwarzajg energie
promieniowania elektromagnetycznego na energie elektryczng. Detektory powinny
charakteryzowac sie:

e dobrg czufoscia, czyli niskim poziomem szumoéw witasnych,

e szerokim zakresem liniowosci wskazan, czyli proporcjonalnoscig przetwarzania sygnatow
optycznych na elektryczne.

Z duzej grupy detektorow fotoelektrycznych w spektrofotometrach UV — VIS najczesciej sg
stosowane: 1) fotokomorki 2) fotopowielacze 3) fotodiody.
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Z reguty w spektrofotometrach UV -VIS sg zamontowane dwie wymienne fotokomaérki:
¢ ,niebieska” na zakres UV do 650 nm, z fotokadg antymonowocezowg,
antymonowocezowa sktadzie Ag — stop Cs/Sb — Cs.

e ,,czerwona” na zakres powyzej 650 nm, z fotokadg zbudowang z trzech warstw:

Ag — stop Cs/CsO — Cs.

Ze wzgledu na sposob rejestracji spektrofotometry UV —VISmozna podzielié na:

a) spektrofotometry punktowe, w ktorych absorbancje mierzy sie metodg wychyleniowg lub
kompensacyjng;

b) spektrofotometry samorejestrujgce — rejestrujg widma absorpcji w uktadzie

%T =f(A) lub € = f(A), A = f(A). Wspdtczesne przyrzady tego typu zawierajg uktad
komputerowy.

Znajomosc charakterystycznych cech spektrofotometréw UV —VIS pozwala na ocene klasy
przyrzadu i jego wartosci uzytkowej. Przy ocenie takiej brane sg pod uwage rozne
parametry, a istotne znaczenie majg:

1) zakres spektralny przyrzadu

Spektrofotometry budowane sg na nadfiolet (UV) i zakres widzialny (Vis), przy czym niektdre
przyrzady obejmuje takze bliskg podczerwien (NIR). Typowy zakres pomiarowy obejmuje
przedziat widma od 180 nm do 800 nm. S3 jednak przyrzady o zakresie pomiarowym od 185
nm do 3000 nm oraz przyrzady o rozszerzonym krétkofalowym zakresie pomiarowym
rozpoczynajgcym sie od 165 nm.

2) Spektralna zdolno$¢ rozdzielcza (rozdzielczos¢)

Za miare rozdzielczos¢ spektralnej przyjmuje sie najmniejszg mozliwg do uzyskania

w danym przyrzgdzie szerokos¢ spektralng wigzki przy danej dtugosci fali.

Dla przyrzgdow roznej klasy wielkos$¢ ta jest zawarta w granicach od 1 nm do0,1 nm,

a wartoscig najczesciej spotykang jest = 0,1 nm.

3) Szerokosc spektralna wiazki

Szerokos¢ spektralna wigzki w spektrofotometrach UV — Vis jest rdzna, w przyrzadach
wysokiej klasy moze mie¢ wartos¢ 0,05 nm, a w przyrzadach nizszej klasy moze wynosic¢ 2
nm, 5 nm, a nawet 10 nm.

4) Doktadnos¢ skali absorpcji

Wielkos¢ ta ma istotne znaczenie dla ilosciowej oceny wynikdéw i ma wptyw na doktadnosc i
precyzje oznaczen. Rézne przyrzady pozwalajg na odczyt absorpcji z ré6zng doktadnoscig od +
0,5 do 0,0008.

5) Procentowa zawartos¢ swiatta rozproszonego

Swiatto rozproszone ma wptyw na odchylenia od praw absorpcji i w sposéb istotny wptywa
na zakres prostoliniowosci wskazan przyrzadu. Wielkosc ta dla przyrzaddw nizszej klasy moze
mie¢ wartos$¢ nawet 1%, a dla przyrzgddw wysokiej klasy ilo$é Swiatta rozproszonego jest
mniejsza od 0,00012%. Duza réznorodnos¢ spektrofotometréw UV — Vis znajdujgcych sie w
handlu pozwala wybra¢ przyrzad odpowiadajgcy parametrami potrzebom danego
laboratorium. Nalezy jednak pamieta¢, ze przyrzady te w zaleznosci od klasy roznig sie w
sposéb zasadniczy cena.
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Zastosowanie spektrofotometréow UV -VIS:

Spektrofotometria UV — Vis nalezy do najczesciej wykorzystywanych metod
instrumentalnych w analizie ilosciowej. Gtowne zalety tej metody, to:

a) Dobra czutos$¢

Obiektywnym liczbowym wykfadnikiem czutosci metod spektrofotometrycznych jest molowy
wspotczynnik absorpcji €, odpowiadajgcy Amax badanego roztworu.

Wartosci € dla metod czutych wynoszg powyzej 10 000 dm3 - mol -1 - cm -1,

a wspotczynnik € o wartosciach ponizej 1000 dm3 - mol -1 - cm -1 odpowiada metodom mato
czutym. Granice oznaczalnos$ci w metodach spektrofotometrycznych okresla sie za pomoca
wspotczynnika Wk, ktory wyraza wartosc stezenia analizowanej substancji w pg - cm -3, gdy
grubos$¢ warstwy absorbujgcej b wynosi 1 cm.

b) Dobra precyzja oznaczen

Precyzja oznaczen zalezy od zakresu oznaczonych stezen i od klasy stosowanych

aparatow. W metodach spektrofotometrycznych mozna uzyskac wyniki, ktérych btad nie
przekracza = 0,2%.

c) Selektywnosc¢ oznaczen

Jest uwarunkowana selektywnoscig absorpcji z jednej strony i selektywnoscig odczynnikow
wywotujgcych barwna reakcjg z substancjg oznaczong z drugiej strony.

Te dwa czynniki pozwalajg na osiggniecie dobrej selektywnosci w szczegdlnosci w
oznaczeniach kationéw metali.

Mozliwos¢ praktycznych zastosowan metod spektrofotometrycznych UV - Vis

sg réznorakie. A oto kilka przyktadéw takich zastosowan:

1) W analizie ilosciowej kationdw metali

2) W analizie ilosciowej aniondw nieorganicznych

3) W analizie iloSciowej zwigzkéw organicznych

4) Do badan réwnowag reakcji chemicznych

Spektrofotometrie UV —VIS wykorzystuje sie w szczegdlnosci do:
a) wyznaczania statych dysocjacji kwaséw i zasad,
b) ustalania sktadu i statych trwatosci zwigzkéw kompleksowych.

Poszczegblne grupy przyrzadéw moga réznic sie pewnymi cze$ciami, jednak zasadnicze
elementy spektrofotometréw sg identyczne. Mozemy wyroznic nastepujace sktadowe
spektrofotometru:

* 7Zrodlo promieniowania - np. lampy: wodorowa lub deuterowa dla zakresu UV,
wolframowa lub halogenowa dla zakresu VIS;

* monochromator - jego zadaniem jest rozszczepienie polichromatycznego
emitowanego przez zZrodto promieniowania i wyodrebnienie waskiego zakresu
dtugosci fali. Zbudowany jest z kolimatoréw (uktadéw przeston stuzacych do
uzyskania rownolegtej wigzki promieniowania) na wejsciu i wyjsciu oraz
pryzmatu lub siatki dyfrakcyjnej zastosowanych do rozszczepienia $wiatta. Po
przej$ciu przez monochromator promieniowanie pada na odpowiednio waska
szczeline wyodrebniajacg pozadany zakres promieniowania;

* kuweta pomiarowa - specjalne naczynie zawierajace roztwor badany lub
odnosnik. W zaleznosci od warunkéw pomiarowych moze by¢ szklana (zakres fal
o dtugosci 340-900 nm), kwarcowa (fale 190-1100 nm) lub z tworzyw
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sztucznych (zakres VIS). Dtugos¢ drogi optycznej waha sie zwykle od 5 do 100
mm (dla zakresu VIS 10-20 mm);

* detektor - przetwarza energie padajacego promieniowania elektromagnety-
cznego na energie elektryczng. (Sygnat elektryczny jest proporcjonalny do odbie-
ranego sygnalu optycznego.) Funkcje te spetnia fotokomorka, fotopowielacz,
fotoopornik lub fotodioda;

* uklad pomiarowy (rejestrator) - galwanometr lub mikroprocesor. Obecnie jest
to zazwyczaj ten ostatni. Komputery pozwalajgce na rejestracje i matematyczng
obrébke danych wymagaja specjalnego oprogramowania.

Przyklady:
Spektrofotometry UV-VIS - Specord M40 - Zeiss dwuwiqzkowy spektrofotometr UV-VIS

Parametry:

Zakres dtugosci falowej: 185 — 900 nm
Szerokos¢ spektralna: 0.4 do 16 nm
Doktadnos¢ dtugosci falowej: 0.25 nm
Powtarzalno$¢ dtugosci falowej: < 0.1 nm
Zakres pomiaru absorpcji: 0 do 3.99 ABS

Aparat moze wspoétpracowac takze z

dowolnym komputerem PC. Dzieki temu <
dostepne s3 nastepujace funkcje:
petne sterowanie z komputera
zapisywanie widm na dysku komputera grecorogm
zapisywanie na dysku i odtwarzanie l—
parametréw programow pomiarowych oraz

wartosci korekcyjnych

analize i obrobke widm

drukowanie widm i wynikdw na drukarce

komputerowe;j

Cena netto: od 7 200,- zt (aparat bazowy bez

kosztéw dostawy, uruchomienia i akcesoridéw)

Gwarancja: 12 miesiecy.

Spektrofotomety typu Spekol

Spektrofotometry niemieckiej firmy Analytik Jena
AG typu Spekol. Tym razem producent zadbat nie
tylko o jakos¢, ale takze o cene. Do wyboru:
Spekol 1300, Spekol 1500 oraz Spekol 2000.
Wszystkie pracujg w zakresie dtugosci fali od 190
do 1100 nm. Spekole 1300 i 1500 s3
spektrofotometrami jednowigzkowymi, przy czym
Spekol 1500 posiada w odrdznieniu od modelu
1300 wezszg szeroko$é szczeliny oraz duzy,
graficzny wyswietlacz. Spekol 2000 natomiast jest
aparatem dwuwigzkowym ze zmienng szczeling,
pracujagcy w oparciu o zewnetrzny komputer.

Wszystkie modele posiadajg automatyczny systemy samokontroli poszczegdélnych parametréw (Automatic Self
Check System), umozliwiajg pomiary iloSciowe, kinetyczne, a takze poprzez specjalne oprogramowanie analize
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DNA i protein. Dodatkowo modele jednowigzkowe wyposazone sg w standardzie w cztero-pozycyjny zmieniacz
kuwet.

Spektrofotometry typu Specord

Charakteryzujace sie obecnie przede
wszystkim bardzo wysokimi
parametrami technicznymi, duzg
niezawodnoscig (standardowo
gwarancja 36 miesiecy na aparat oraz
10 lat na optyke) oraz bardzo
intuicyjnym, rozbudowanym
oprogramowaniem przy

jednoczesnym zachowaniu duzej
prostoty w standardowych,
rutynowych analizach.
Spektrofotometry pracujg w oparciu o
dwie lampy — lampe deuterowa dla
zakresu UV i lampe halogenowa dla
zakresu VIS, czyli o sprawdzone
rozwigzanie gwarantujgce maksymalng
dokftadnos¢. Wszystkie modele moga by¢
rozbudowane o wiele akcesoriow dodatkowych, ktére wstawiane sg w obszerng komore pomiarowq i
sterowane bezposrednio poprzez zewnetrzne oprogramowanie. Do wyboru m. in.: zmieniacze kuwet, kuwety
przeptywowe, przystawki termostatowane elementem Peltier z odczytem temperatury wewnatrz kuwety,
przystawki odbiciowe, przystawki dla ciat statych. Wszystkie modele pracujg w oparciu o zewnetrzny komputer.
Gwarancja: 24 miesigce
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