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1. SPEKTROFOTOMETRIA ABSORPCYJNA 
CZ�STECZKOWA UV, VIS 

1.1. Podstawy teoretyczne 

Wiele zwi�zków ma widma absorpcyjne w zakresie widzialnym (VIS) 
i nadfiolecie (UV), dlatego te� zwi�zki te mo�na oznacza� metodami 
spektrofotometrycznymi. 

Spektrofotometri� nazywa si� dział analizy, gdzie prowadzi si� pomiary 
absorbancji badanej próbki w aparatach – spektrofotometrach. Spektro-
fotometrem mierzy si� stosunek nat��e� dwóch wi�zek promieniowania 
w funkcji długo�ci fali. Jedna wi�zka promieniowania przechodzi przez badan� 
próbk� (oznaczany składnik), a druga wi�zka przechodzi przez roztwór 
odniesienia, którym jest rozpuszczalnik (najcz��ciej woda destylowana) lub 
tzw. �lep� próbk� (roztwór zawieraj�cy te same odczynniki co próbka badana, 
ale bez substancji oznaczanej)∗. Metody spektrofotometryczne (UV, VIS) 
polegaj� wi�c na pomiarze zaabsorbowanego promieniowania elektroma-
gnetycznego z zakresu ultrafioletu i widzialnego. 

Promieniowanie elektromagnetyczne składa si� z fotonów (kwantów 
energii). Wła�ciwo�ci� fotonów jest energia 
 E = h 	 (1.1) 

gdzie: E – energia fotonu wyra�ona w d�ulach: 1J = 107erg = 0,2389 cal), 
 h – stała Plancka = 6,626
10-34 J
s, 
 	 – cz�stotliwo�� drga� promieniowania wyra�ona w hercach (Hz). 

Energia fotonu jest proporcjonalna do cz�stotliwo�ci drga�. Jednak cz�stotli-
wo�� mierzy si� rzadko. Powszechnie stosuje si� poj�cie długo�ci fali �, któr� 
okre�la si� jako stosunek pr�dko�ci rozchodzenia si� �wiatła c do cz�sto�ci 	 

 � = 
ν
c

 (1.2) 

gdzie: c – pr�dko�� �wiatła (w pró�ni c = 3
108 m/s). 

                                                      
∗  W niektórych spektrofotometrach do jednej wi�zki promieniowania najpierw 

wprowadza si� rozpuszczalnik lub �lep� próbk�, a nast�pnie badan� próbk�. 



 7 

Wymiarem długo�ci fali � jest długo��, jako jednostk� w UV i VIS stosuje 
si� nm (1 nm = 10–9 m). Je�eli energia padaj�cego promieniowania E = h 	 
odpowiada ró�nicy energii poziomów elektronowych cz�steczki (danego 
zwi�zku), to ten kwant energii (E = h 	) zostaje absorbowany przez elektrony 
tej cz�steczki. Wtedy elektrony cz�steczki zostaj� przeniesione ze stanu 
podstawowego E0 do stanu wzbudzonego E1 (o wy�szej energii). A wi�c 
warunkiem absorpcji jest aby �E = E1 – E0 była równa E = h 	. Rysunek 1.1 
obrazuje przej�cie elektronu ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego. 

 
E1 
 
 
 

E0 

 
 

Rys. 1.1. Przej�cie elektronu ze stanu podstawowego do stanu wzbudzonego 
– warunek absorpcji 

Podczas absorpcji ulega zmianie energia elektronowa cz�steczki i otrzymuje 
si� jej widmo elektronowe. 

Promieniowanie UV obejmuje długo�ci fal od 10-380 nm (nadfiolet 
pró�niowy 10-200 nm; nadfiolet bliski 200-380 nm). 

Promieniowanie widzialne (VIS) obejmuje długo�ci fal 380-780 nm. 
Okre�lona długo�� fali z tego zakresu ma okre�lon� barw�. I tak promieniowanie 
z zakresu: 

380-440 nm jest fioletowe; 
440-480 nm jest niebieskie; 
480-560 nm jest zielone; 
560-600 nm jest �ółte; 
600-620 nm jest pomara�czowe; 
620-780 nm jest czerwone. 
Promieniowanie o wi�kszej długo�ci fali ni� 780 nm jest promieniowaniem 

podczerwonym (IR), wyra�anym obecnie w mikrometrach m (dawniej cm–1); 
1 m = 10–6 m. Obejmuje zakres 0,78-30000 m: podczerwie� bliska 
0,78-300 m (12800-3333 cm–1); �rednia 300-3000 m (3333-333 cm–1) daleka 
3000-30 000 m (333-33,3 cm–1). 

Ze wzoru 1.2 wynika, �e: 

 	 =
λ
c

 (1.3) 
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a po podstawieniu do E = h 	, otrzymuje si� zale�no��: 

 E = h 
λ
c

 (1.4) 

z której wynika, �e energia promieniowania jest odwrotnie proporcjonalna do � 
(długo�ci fali). Czyli promieniowanie UV ma wi�ksz� energi�, ni� promieniowa-
nie IR (podczerwone). 

Całkowita energia cz�steczki składa si� z sumy energii: elektronowej 
(zwi�zanej z ruchem elektronów), oscylacyjnej (zwi�zanej z ruchem 
oscylacyjnym) i energii rotacyjnej (zwi�zanej z ruchem rotacyjnym cz�steczki). 

 E = Ee + Eosc + Erot (1.5) 

gdzie: E – całkowita energia cz�steczki; 
 Ee – energia elektronowa; 
 Eosc – energia oscylacyjna; 
 Erot – energia rotacyjna 

 Ee >> Eosc > Erot (1.6) 

Energia elektronowa w cz�steczce jest du�o wi�ksza od energii oscylacyjnej, 
a ta jest wi�ksza od energii rotacyjnej. 

Ró�nice energii mi�dzy poziomami elektronowymi w cz�steczce wynosz� 
kilka elektronowoltów (eV), mi�dzy poziomami oscylacyjnymi dziesi�te i setne 
cz��ci eV, pomi�dzy poziomami rotacyjnymi tysi�czne cz��ci eV. Mo�na wi�c 
(w przybli�eniu) zapisa�, �e: 

 Ee : Eosc : Erot = 1000 : 10 : 1 (1.7) 

Je�eli na cz�steczk� pada promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu 
dalekiej podczerwieni � = 3000-30 000 µm (o najdłu�szej �, a zatem najmniej 
energetyczne), to pochłoni�cie kwantu tego promieniowania powoduje tylko 
zmiany energii rotacji. Promieniowanie o wi�kszej energii, z zakresu bliskiej 
podczerwieni (� = 0,78-300 µm), powoduje przej�cia mi�dzy poziomami 
oscylacyjnymi. Ta wy�sza energia powoduje zmian� energii oscylacyjnej 
cz�steczki i tak�e zmian� energii rotacyjnej cz�steczki – powstaje widmo 
oscylacyjno-rotacyjne. Je�eli cz�steczka zaabsorbuje promieniowanie z zakresu 
UV lub VIS (o krótszej długo�ci fali, a wi�c o wi�kszej energii), to ta energia 
spowoduje w cz�steczce zmiany energii elektronowej oraz oscylacyjnej 
i rotacyjnej. Powstanie zatem widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne. 
Widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne mo�na obserwowa� aparatem 
o du�ej rozdzielczo�ci. Rysunek 1.2 przedstawia widmo elektronowo- 
-oscylacyjno-rotacyjne jodu otrzymane w aparacie o ró�nej rozdzielczo�ci.  

W analizie spektrofotometrycznej, do oznacze� ilo�ciowych, najcz��ciej 
stosuje si� spektrofotometri� z zakresu widzialnego (380-780 nm). 
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Promieniowanie VIS absorbuj� zwi�zki barwne. Je�eli zwi�zek jest bezbarwny, 
to znaczy, �e nie absorbuje promieniowania VIS. Do analizy substancji 
bezbarwnych stosuje si� spektrofotometri� z zakresu UV. Mo�na te� za pomoc� 
reakcji chemicznej przeprowadzi� niektóre substancje w zwi�zek barwny 
(najcz��ciej przeprowadza si� w barwne zwi�zki kompleksowe) i do ich 
oznaczenia stosowa� zakres VIS. 

 

Rys. 1.2. Widmo elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne jodu otrzymane 
w aparatach w ró�nej dyspersji:  

a) mała rozdzielczo�� – widoczne widmo elektronowe; b) �rednia rozdzielczo�� – 
widoczna struktura oscylacyjna; c) du�a rozdzielczo�� – widoczna struktura rotacyjna 
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Barwa substancji jest wynikiem absorpcji lub emisji fotonów �wiatła 
widzialnego przez elementy jej budowy: atomy, jony lub cz�steczki. Absorpcja 
i emisja fotonów jest zwi�zana z przej�ciami elektronów z jednych poziomów 
energetycznych na inne. Je�eli energia kwantu promieniowania potrzebnego 
do przej�cia na wy�szy poziom energetyczny (absorpcja) le�y w zakresie 
widzialnym, to obserwuje si� barw� zwi�zku. Równie� zwi�zek jest barwny 
je�eli cz�stotliwo�� emitowanych fotonów odpowiada zakresowi widzialnemu. 
Obserwowane zabarwienie jest kolorem dopełniaj�cym w stosunku do barw 
odpowiadaj�cych absorbowanym długo�ciom fal. Kolory rozró�nialne przez oko 
ludzkie mo�na zło�y� z 3 podstawowych barw: czerwonej, niebieskiej i �ółtej. 
Barwami dopełniaj�cymi do nich s�: zielona, pomara�czowa, fioletowa. 

Je�eli np. zwi�zek absorbuje promieniowanie o barwie zielonej, o długo�ci 
fali � = 500 nm, to obserwujemy zwi�zek o barwie czerwonej.  

A wi�c barwa zwi�zku zale�y od poło�enia pasm absorpcji – od długo�ci fali, 
a poza tym od nat��enia pasm absorpcji, ich kształtu, symetrii pasma. 

Prawie wszystkie jony pierwiastków przej�ciowych 4, 5, 6 okresu oraz 
niektóre lantanowce wykazuj� wła�ciwo�ci absorpcyjne w zakresie 
promieniowania widzialnego. Jony pierwiastków d – elektronowych z nie 
zapełnion� powłok� d10 wykazuj� barw� akwokompleksów. Na przykład jon 
Cu(II) o konfiguracji 3s2 3p6 3d9 tworzy niebieski akwokompleks [Cu(H2O)4]2+ 
i inne zwi�zki z bezbarwnymi ligandami, za� jon Cu(I) o konfiguracji 3s2 3p6 

3d10 (z zapełnionym podpoziomem d) tworzy zwi�zki bezbarwne. 
Jony pierwiastków grup głównych 4 okresu: Ga(III), Ge(IV), As(V), Se(VI) 

maj� trwałe powłoki 18 – elektronowe i s� bezbarwne. 

 

Rys. 1.3. Najwa�niejsze chromofory wykorzystywane w spektrofotometrii 

W zwi�zkach organicznych o barwie zwi�zku decyduj� grupy 
chromoforowe. S� to nienasycone ugrupowanie atomów lub układy sprz��onych 
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wi�za� podwójnych w cz�steczce zwi�zku organicznego. Najwa�niejsze 
chromofory przedstawia rys. 1.3. 

O barwie zwi�zków zawieraj�cych grupy chromoforowe decyduje jako�� 
tych grup, ich ilo�� w zwi�zku i ich wzajemne poło�enie. Przyczyn� 
powstawania barwy zwi�zków zawieraj�cych grupy chromoforowe (wg teorii 
elektronowej) jest łatwe wzbudzenie obecnego w tych grupach sprz��onego 
układu elektronów �.  

Zmian� zabarwienia lub zwi�kszenie intensywno�ci zabarwienia uzyskuje si� 
przez wprowadzenie do zwi�zku grup auksochromowych: 

 –CH3 < –OH < –OCH3 < –NH2 < –NHCH3 < –N(CH3)2 

Grupy te same nie wywołuj� barwy, ale na ni� wpływaj� i przesuwaj� widmo 
absorpcyjne w kierunku fal o wi�kszej długo�ci.  

Analizy oparte na pomiarze lub porównaniu nat��enia zabarwienia 
roztworów nazywa si� kolorymetri�. Zatem kolorymetria dotyczy zakresu VIS. 

Aby mo�na było wykorzysta� barw� zwi�zku do oznacze� 
spektrofotometrycznych zwi�zek ten musi wykazywa�: trwało�� zabarwienia 
w czasie, du�e nat��enie zabarwienia (zwi�zane jest z czuło�ci� oznaczenia), 
odtwarzalno�� zabarwienia, specyficzno�� lub selektywno�� oraz stosowalno�� 
do prawa absorpcji Beera w okre�lonym zakresie długo�ci fali i st��e�. 
W przypadku oznaczania kilku składników w próbce musi tak�e by� zachowane 
prawo addytywno�ci absorpcji oraz spełniony warunek wyboru długo�ci fal, 
przy których mo�na wykona� oznaczenie tych składników. 

1.1.1. Prawa absorpcji 

Je�eli na roztwór pada promieniowanie elektromagnetyczne o okre�lonej 
długo�ci fali (�wiatło monochromatyczne, gdzie ���0), to cz��� promie-
niowania ulega absorpcji (pochłoni�ciu), cz��� przechodzi przez roztwór, 
a cz��� ulega odbiciu i rozproszeniu. Zatem: 

 I0 = Ia + It + Ir (1.8) 

gdzie: I0 – nat��enie promieniowania padaj�cego; 
 Ia – nat��enie promieniowania zaabsorbowanego; 
 Ir – nat��enie promieniowania odbitego i rozproszonego; 
 .It – nat��enie promieniowania, które przeszło przez roztwór. 

Stosunek nat��enia promieniowania, które przeszło przez roztwór It 
do nat��enia promieniowania padaj�cego I0, nazywa si� transmitancj� (T): 

 
0

t

I
I

T =    (1.9) 
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Transmitancja wskazuje, jaka cz��� promieniowania padaj�cego została 
przepuszczona przez roztwór, co cz�sto podaje si� w procentach 

 T(%) = 
0I
tI

 100% (1.10) 

Logarytm stosunku nat��enia promieniowania padaj�cego I0 do nat��enia 
promieniowania, które przeszło przez roztwór (wychodz�cego) nazywa si� 
absorbancj� (A) (jest to logarytm odwrotno�ci transmitancji). 

 lg
tI

I
0  = A       zatem:  A = lg 

T
1

 (1.11) 

Je�eli transmitancja jest wyra�ona w procentach, to: 

 A = lg
T
1

 100% (1.12) 

Prawo Lamberta-Beera 

Absorbancja zale�y od st��enia substancji absorbuj�cej (co okre�lił Beer 
w 1852 roku) oraz od grubo�ci warstwy absorbuj�cej (przez któr� przechodzi 
promieniowanie). Zale�no�� t� okre�la si� jako prawo Lamberta-Beera i wyra�a 
wzorem: 

 A = lg
tI

I0  = a c l (1.13) 

gdzie: A – absorbancja, 
c – st��enie roztworu, 
l – grubo�� warstwy absorbuj�cej, 
a – współczynnik absorpcji. 

  Je�eli st��enie substancji absorbuj�cej wyra�a si� jako liczb� moli 
w jednostkach obj�to�ci roztworu (mol/l) to 

 A = � c l (1.14) 

gdzie: � – nazywa si� molowym współczynnikiem absorpcji. 
Je�eli st��enie substancji absorbuj�cej wyrazi si� w jednostkach masy 

w jednostce obj�to�ci roztworu (g/ml) to: 

 A = as � l (1.15) 

gdzie: as – współczynnik absorpcji wła�ciwej; 
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 � – st��enie masowe (stosunek masy składnika do obj�to�ci roztworu 
zawieraj�cego ten składnik); 

 l –  grubo�� warstwy absorbuj�cej. 
Zale�no�� absorbancji A od st��enia roztworu mo�na przedstawi� graficznie 

(rysunek 1.4). 
Dla substancji spełniaj�cych prawo absorpcji Beera, jest to linia prosta 

przechodz�ca przez pocz�tek układu współrz�dnych (krzywa 1). Je�eli substan-
cja ta nie jest lini� prost�, odchyla si� (cz�sto dla roztworów o wy�szych st��e-
niach), to mówi si�, o odst�pstwach od prawa Beera (dodatnich – krzywa 2, lub 
ujemnych – krzywa 3). Odchylenia te mog� by� spowodowane przyczynami 
chemicznymi (w roztworze mog� zachodzi� oddziaływania mi�dzy cz�stecz-
kami np.: dysocjacja, asocjacja, hydroliza, stopniowe tworzenie si� kom-
pleksów) lub fizycznymi (najcz��ciej niemonochromatyczno�ci� promie-
niowania). 
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                 st��enie 

 
Rys. 1.4. Zale�no�� absorbancji od st��enia dla układów spełniaj�cych (1) 

i niespełniaj�cych (2, 3) prawo Beera 

Prawo addytywno�ci absorbancji 

Je�eli w roztworze znajduje si� wi�cej ni� jedna substancja absorbuj�ca 
promieniowanie, to absorbancja całkowita tego roztworu jest równa sumie 
absorbancji poszczególnych składników. Tak� zale�no�� nazywa si� prawem 
addytywno�ci absorbancji. Mo�na zapisa�: 

 A = A1 + A2 + …. + An (1.16) 

Je�eli: 

 A1 = �1 � c1 � l          A2 = �2 � c2 � l          An = �n � cn � l (1.17) 
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to absorbancja całkowita roztworu wynosi: 

 A = (�1 � c1 + �2 � c2 + ….  + �n � cn) � l (1.18) 

1.1.2. Czuło�� oznacze� spektrofotometrycznych 

Czuło�� metody oznaczania jest to najmniejsza ró�nica st��e� pierwiastka, 
które mo�na okre�li� dan� metod�. 

Liczbow� miar� czuło�ci metod spektrofotometrycznych jest molowy 
współczynnik absorpcji �. 

 
cl
A=ε  (1.19) 

Je�eli warto�� molowego współczynnika absorpcji � > 104, to metody 
spektrofotometryczne uwa�a si� za czułe, je�eli � < 103, to metody 
spektrofotometryczne uwa�a si� za mało czułe. 

 Molowy współczynnik absorpcji zale�y od długo�ci fali promieniowania 
padaj�cego, dlatego wyznacza si� go przy długo�ci fali odpowiadaj�cej 
maksimum absorpcji zwi�zku. Podaj�c molowy współczynnik absorpcji, 
jednocze�nie podaje si� długo�� fali, przy której był wyznaczany. Molowy 
współczynnik absorpcji zale�y tak�e od rodzaju substancji absorbuj�cej 
promieniowanie i w mniejszym stopniu od temperatury. Nie zale�y od st��enia. 
Wykresem zale�no�ci molowego współczynnika absorpcji � od st��enia c, dla 
roztworów spełniaj�cych prawo Beera, jest linia prosta, równoległa do osi 
odci�tych (rysunek 1.5). 

 

Rys. 1.5. Zale�no�� molowego współczynnika absorpcji od st��enia 

Je�eli prowadzi si� pomiary absorbancji A w zale�no�ci od długo�ci fali �, 
dla roztworów o ró�nych st��eniach (np.: 0,00010 mol/l; 0,00015 mol/l; 0,00020 
mol/l), w kuwetach o tej samej grubo�ci (l = 1 cm), to otrzyma si� krzywe 
absorpcji, jakie przykładowo przedstawiono na rysunku 1.6. Odczytane 
z wykresu warto�ci absorbancji A, przy długo�ci fali, dla której ta absorbancja 
jest wielko�ci� najwi�ksz� (� = 525 nm) odpowiednio wynosz�: 0,2; 0,3; 0,4.  
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Rys. 1.6. Krzywe absorpcji manganianu(VII) potasu 

Wyliczone warto�ci � odpowiednio wynosz�:  
� = 0,2 / 0,00010 � 1 = 2000,    �  = 2 � 103; 
� = 0,3 / 0,00015 � 1 = 2000,    �  = 2 � 103; 
� = 0,4 / 0,00020 � 1 = 2000,    �  = 2 � 103;  

Obliczono wi�c, �e dla danego oznaczenia spektrofotometrycznego 
� = 2 � 103 przy � = 525 nm. 

Je�eli podaje si� st��enie masowe, to mówimy o współczynniku absorpcji 
wła�ciwej: 

 as = 
l�

A
⋅

 (1.20) 

Współczynnik absorpcji wła�ciwej odpowiada absorbancji roztworu 
o st��eniu 1 g/l i grubo�ci kuwety 1 cm.  

Zale�no�� mi�dzy współczynnikiem absorpcji wła�ciwej a molowym 
współczynnikiem absorpcji jest nast�puj�ca: 

 as = 
M
�

 (1.21) 

gdzie M – masa molowa. 
Czuło�� oznacze� pierwiastków metodami spektrofotometrycznymi cz�sto 

porównuje si� za pomoc� absorpcji wła�ciwej 

 a = 
1000M
�

⋅
. (1.22) 
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Absorbcja wła�ciwa jest to absorbancja roztworu oznaczanego pierwiastka 
o st��eniu 1 µg/µl, mierzona w kuwecie o grubo�ci 1 cm. 

1.1.3. Oznaczenia spektrofotometryczne 

Przed przyst�pieniem do ilo�ciowych oznacze� spektrofotometrycznych 
nale�y wybra�: 
– metod� o du�ej czuło�ci i selektywno�ci oznaczenia, 
– sposób oznaczenia – metod� np. krzywej wzorcowej, dodawanego wzorca, 
– odpowiednie st��enie oznaczanej substancji, 
– analityczn� długo�� fali. 

Analityczn� długo�ci� fali, jest taka długo��, przy której prowadzone jest 
oznaczenie, najcz��ciej przy Amax. Wybiera si� j� na podstawie pomiarów 
absorbancji A danego roztworu przy ró�nych długo�ciach fali �. Z wykresu 
zale�no�ci A od � odczytuje si� długo�� fali, przy której wyst�puje najwi�ksza 
warto�� absorbancji A, co obrazuje rysunek 1.6. Pomiary wykonane przy takiej 
długo�ci fali odznaczaj� si� najwi�ksz� dokładno�ci� i czuło�ci�. Czasami, np. 
gdy roztworem odniesienia jest „�lepa próba” wykazuj�ca du�� absorbancj�, to 
oznaczenie ilo�ciowe prowadzi si� przy długo�ci fali, przy której wpływ �lepej 
próby jest mały (mała wielko�� absorbancji).  

St��enie oznaczanej substancji oraz roztwory wzorcowe nale�y tak dobra� 
aby otrzyma� optymalny dla danego spektrofotometru zakres mierzonej 
absorbancji. Najcz��ciej wykorzystuje si� do pomiarów, wykonywanych 
w spektrofotometrze punktowym, zakres absorbancji 0,2-0,8. 

Metod� – sposób oznaczenia dobiera si�, uwzgl�dniaj�c liczb� analiz, 
st��enia ró�nych pierwiastków w badanej próbce, spodziewane st��enie 
oznaczanego pierwiastka w badanej próbce.  

1.1.4. Budowa spektrofotometru UV, VIS 

Spektrofotometr jest to przyrz�d, w którym wykonuje si� pomiary 
transmitancji i absorbancji w funkcji długo�ci fali lub liczb falowych. 
Spektrofotometry s� przystosowane do pomiarów ciał stałych, ciekłych 
i gazowych. Stosuje si� spektrofotometry jednowi�zkowe (w bieg tej samej 
wi�zki promieniowania monochromatycznego wstawia si� kolejno odno�nik 
i roztwór badany) i dwuwi�zkowe (dwie wi�zki promieniowania jednocze�nie 
padaj� na roztwór odno�nika i roztwór badany). Do najwa�niejszych 
cz��ci spektrofotometrów nale��: �ródło promieniowania, monochromator, 
pomieszczenie na próbki, detektor promieniowania, układ pomiarowo-
rejestruj�cy. Schemat blokowy spektrofotometru przedstawia rysunek 1.7. 
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Rys. 1.7. Schemat blokowy spektrofotometru 

�ródło promieniowania 

W zale�no�ci od stosowanego zakresu promieniowania (UV, VIS) stosuje si� 
ró�ne lampy. Zazwyczaj, do pomiarów z zakresie UV stosuje si� lamp� 
wodorow� czy deuterow� (zakres promieniowania 180-400,500 nm) lub 
ksenonow� (zakres promieniowania 190-750 nm). Do pomiarów w zakresie VIS 
stosuje si� lamp� �arow� wolframow� (zakres promieniowania 350-3500 nm) 
lub halogenow�. 

Monochromator 

Zadaniem monochromatora jest rozszczepienie wi�zki promieniowania 
emitowanego przez �ródło promieniowania i wyodr�bnienie z otrzymanego 
widma, promieniowania o okre�lonej – ��danej długo�ci fali � (�wiatło 
monochromatyczne �� � 0). 

Monochromator składa si� ze: szczeliny wej�ciowej, kolimatora 
zamieniaj�cego wchodz�c� wi�zk� promieniowania na wi�zk� równoległ�, 
wła�ciwego elementu rozszczepiaj�cego, którym jest pryzmat lub siatka 
dyfrakcyjna, elementu ogniskuj�cego rozszczepione promieniowanie, 
szczeliny wyj�ciowej. Jako�� monochromatora charakteryzuj� parametry: 
dyspersja, zdolno�� rozdzielcza, szeroko�� spektralna. 

 

 

Rys. 1.8. Rozszczepienie �wiatła białego przez pryzmat 
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Na rysunku 1.8 przedstawiono schemat rozszczepienia promieniowania VIS 
na przykładzie pryzmatu typu Cornu. 

Siatka dyfrakcyjna jest to wypolerowana płytka szklana lub metalowa z du�� 
ilo�ci� rys poło�onych obok siebie. Zasada działania siatek dyfrakcyjnych opiera 
si� na wykorzystaniu zjawiska interferencji promieni ugi�tych przy 
przechodzeniu przez w�skie szczeliny lub rysy o szeroko�ci mniejszej 
ni� długo�� fali padaj�cego promieniowania. W zakresie UV stosuje si� 
siatki o liczbie 1800-2400 rys/mm, a w zakresie VIS siatki o liczbie 
rys 600-1200 rys/mm. 

Kuwety 

Wi�kszo�� pomiarów spektrofotometrycznych przeprowadza si� dla 
roztworów i próbek ciekłych, które w celu zmierzenia absorbancji umieszcza si� 
w kuwetach. 

W zakresie widzialnym stosuje si� kuwety wykonane ze szkła kronowego 
i tak�e te, które stosuje si� w zakresie UV, tj. wykonane ze szkła kwarcowego 
(naturalnego lub syntetycznego). 

Detektory fotoelektryczne 

Zadaniem detektora jest zamiana energii �wietlnej na energi� elektryczn�. 
Do detektorów fotoelektrycznych zalicza si� fotokomórki, fotopowielacze, 
fotoogniwa, fotodiody. W nowszych aparatach dla zakresu UV, VIS stosowane 
s� fotopowielacze i fotodiody (na ogół krzemowe, czułe w zakresie 
400-1100 nm lub 200-1000 nm). Urz�dzeniem pomiarowym jest skala 
galwanometru lub rejestrator. 

Najnowocze�niejsze spektrofotometry, czwartej generacji, s� aparatami 
w pełni skomputeryzowanymi, z zastosowaniem nowoczesnych elementów 
rozszczepienia i detekcji promieniowania, co umo�liwia szybszy pomiar, 
o wi�kszej czuło�ci. 
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1.2. �wiczenia laboratoryjne 

1.2.1. Spektrofotometryczne oznaczanie manganu(VII) w postaci 
KMnO4 metod� krzywej wzorcowej 

Zasada oznaczenia 

W spektrofotometrycznej metodzie oznaczenia manganu wykorzystuje si� 
barw� jonu MnO4

–. W obszarze widzialnym maksimum pochłaniania tego 
zwi�zku wyst�puje przy długo�ci fali � = 526 nm, � = 2,4 · 103 l mol–1cm–1.  

Krzywe absorpcji roztworu KMnO4 przedstawiona jest na rysunku 1.6. 
Roztwór wzorcowy: roztwór wzorcowy manganu o st��eniu 1 mg
ml–1 – 

zawiera 2,8766 g KMnO4 w 1 litrze wody destylowanej (1mg Mn/ml). 

Sprz�t i aparatura 

Sprz�t laboratoryjny dla grupy studenckiej 2-3 osobowej: 
Kolba miarowa o pojemno�ci 200 ml lub 250 ml – 2 szt. 
Kolba miarowa o pojemno�ci 100 ml – 6 szt. 
Pipeta o pojemno�ci 25 ml z podziałk� – 1 szt. 
Pipeta o pojemno�ci 20 ml z podziałk� – 1 szt. 
Pipeta o pojemno�ci 10 ml z podziałk� – 1 szt. 
Spektrofotometr Spekol, spektrofotometr SPECORD M40. 

Wyznaczanie analitycznej długo�ci fali 

a  – przygotowa� roztwór o st��eniu manganu 0,1 mg ml–1 przez 10-krotne, 
dokładne rozcie�czenie roztworu wzorcowego KMnO4 (do kolby miarowej 
o pojemno�ci 200 ml odmierzy� pipet� 20 ml roztworu wzorcowego, 
uzupełni� wod� destylowan� do kreski i wymiesza�), 

b  – pobra� 7,5 ml 10-krotnie rozcie�czonego roztworu KMnO4 (roztwór 
0,1 mg
ml–1) do kolby miarowej o pojemno�ci 100 ml, uzupełni� wod� 
destylowan� do kreski, wymiesza�, 

c  – napełni� jedn� kuwet� wod� destylowan� (odno�nik), a drug� przygo-
towanym roztworem manganianu(VII) potasowego, 

d  – wykre�li� widmo absorpcyjne manganianu(VII) w zakresie długo�ci fal 
470-580 nm na spektrofotometrze rejestruj�cym, 

e  – wyznaczy� analityczn� długo�� fali. 
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Przygotowanie roztworów do krzywej wzorcowej (krzywej kalibracyjnej) 

Do kolbek miarowych o pojemno�ci 100 ml odmierzy� kolejno: 5; 7,5; 10; 
12; 15 i 20 ml roztworu KMnO4 o st��eniu manganu 0,1 mg
ml–1. Kolbki 
uzupełni� wod� destylowan� do kreski, roztwór wymiesza�. 

Wykonanie pomiarów do krzywej wzorcowej (krzywej kalibracyjnej) 

Przy wyznaczonej uprzednio analitycznej długo�ci fali zmierzy� absorbancj� 
przygotowanych roztworów, stosuj�c wod� jako roztwór odniesienia. Wykre�li� 
na papierze milimetrowym wykres krzywej kalibracyjnej w układzie 
współrz�dnych: o� rz�dnych – absorbancja A; o� odci�tych – st��enie manganu 
�, mg ml–1 (skal� tak nale�y dobra� aby wykres prostej był pod k�tem zbli�onym 
do 45˚). 

Wykonanie oznaczenia 

Otrzymane zadanie (badan� próbk�) w kolbie miarowej na 200 ml 
(lub 250 ml) rozcie�czy� wod� destylowan� do kreski. Zmierzy� absorbancj� 
badanego roztworu, wzgl�dem wody jako odno�nika, przy wyznaczonej 
analitycznej długo�ci fali.  

Obliczenie zawarto�ci manganu 

Z krzywej wzorcowej odczyta� st��enie manganu w badanym roztworze. 
Obliczy� zawarto�� manganu (mg) w otrzymanym zadaniu: 

 mMn = � � V 

gdzie:  � – zawarto�� manganu odczytana z krzywej wzorcowej, 
 V – obj�to�� kolby, z której wykonywano pomiar absorbancji (równa 

obj�to�ci kolby, w której otrzymano zadanie). 

1.2.2. Spektrofotometryczne oznaczanie bizmutu(III) metod� 
dodawanego wzorca 

Zasada oznaczenia 

W metodzie wykorzystuje si� powstawanie, w �rodowisku kwa�nym, 
�ółto-pomara�czowego kompleksowego kationu, który tworzy bizmut 
– roztwór Bi(NO3)3 z tiomocznikiem. Maksimum pochłaniania kompleksu 
[Bi(NH2-CS-NH2)3]3+ wyst�puje przy długo�ci fali � = 470 nm, � ~ 9,0�103 
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l mol–1 cm–1. Krzywa absorpcji barwnego kationu bizmutu z tiomocznikiem 
przedstawiona jest na rysunku 1.9. 
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Rys. 1.9. Krzywa absorpcji kationu [Bi (NH2–CS–NH2)3]

3+ 

Podstawowy roztwór bizmutu: 
 
Podstawowy roztwór Bi(NO3)3, zawieraj�cy 1mg Bi w 1ml, przygotowano 

przez rozpuszczenie 1,1290 g Bi2O3 w 40 ml HNO3 (2:1) i uzupełnieniu wod� 
destylowan� do kreski w kolbie miarowej o pojemno�ci 1 l. 

Sprz�t i aparatura 

Sprz�t laboratoryjny dla grupy studenckiej 2-3 osobowej: 
Kolba miarowa o pojemno�ci 250 ml – 1 szt. 
Kolba miarowa o pojemno�ci 100 ml – 1 szt. 
Kolba miarowa o pojemno�ci 50 ml – 3 szt. 
Kolba sto�kowa o pojemno�ci 250 ml – 3 szt. 
Pipeta o pojemno�ci 25 ml – 2 szt. 
Pipeta o pojemno�ci 10 ml z podziałk� – 2 szt. 
Cylinder miarowy o pojemno�ci 10 ml – 2 szt. 

Spektrofotometr Spekol, spektrofotometr SPECORD M40. 

Oznaczenie st��enia bizmutu – miareczkowanie roztworu podstawowego 

Do 3 kolb sto�kowych odmierzy� pipet� po 25 ml podstawowego roztworu 
Bi(NO3)3, doda� 4-5 kropli wska�nika – 0,1% roztworu fioletu pirokate-
chinowego oraz około 75 ml wody destylowanej. Próbki nale�y miareczkowa� 
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0,01 M roztworem EDTA do zmiany barwy wska�nika z niebieskiej na �ółt� 
(je�eli barwa roztworu jest fioletowa, to nale�y doda� amoniaku o st��eniu 
2 mol/l, do zmiany barwy na niebiesk�).  

Na podstawie wykonanych oznacze� nale�y obliczy� st��enie bizmutu 
w roztworze podstawowym. Masa molowa bizmutu 208,98 g 
 mol-1. 

Przygotowanie roztworu wzorcowego bizmutu 

Roztwór wzorcowy bizmutu przygotowuje si� przez 10-krotne dokładne 
rozcie�czenie roztworu podstawowego bizmutu (10 ml roztworu podstawowego 
pobiera si� pipet� i przenosi do kolby miarowej o pojemno�ci 100 ml, 
a nast�pnie uzupełnia wod� destylowan� do kreski). 

Wykonanie oznaczenia bizmutu metod� dodawanego wzorca 

Otrzymane zadanie (badan� próbk�) w kolbie miarowej o pojemno�ci 250 ml 
uzupełni� wod� destylowan� do kreski i dokładnie wymiesza�. W kolbach 
o pojemno�ci 50 ml przygotowa� trzy roztwory o zawarto�ci: 
roztwór 1: 25 ml otrzymanego zadania, 5 ml HNO3 (2M) i 10 ml roztworu 

tiomocznika, 
roztwór 2: 25 ml otrzymanego zadania, 5 ml wzorcowego roztworu soli 

bizmutu, 5 ml HNO3 (2M) i 10 ml roztworu tiomocznika, 
roztwór 3: 25 ml otrzymanego zadania, 8 ml wzorcowego roztworu soli 

bizmutu, 5 ml  HNO3 (2M) i 10 ml roztworu tiomocznika. 
Po uzupełnieniu wod� destylowan� do obj�to�ci 50 ml (do kreski), 

wymieszaniu roztworów, po upływie 5 minut nale�y zmierzy� absorbancj� 
badanych roztworów w spektrofotometrze „Specol” przy długo�ci fali 470 nm 
w kuwetach 1 cm, wobec wody destylowanej jako odno�nika. 

Opracowanie wyników 

St��enie bizmutu w analizowanym roztworze wyznaczy� metod� graficzn�  
A = f(cBi) oraz metod� obliczeniow�. 

St��enie dodanego roztworu wzorcowego w przygotowanych roztworach 
2 i 3 oblicza si� z zale�no�ci: 

 
wxV

dod.wV
cc w.oblw

+
=  

gdzie:  cobl.w – st��enie roztworu wzorcowego (obliczone na podstawie 
miareczkowania roztworu podstawowego i rozcie�czone 
10-krotnie), 
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  vdod.w – obj�to�� dodanego roztworu wzorcowego (5 ml i 8 ml), 
  vx+w – obj�to�� roztworu, w którym mierzy si� absorbancj� (50 ml), 
  cw – st��enie dodatku w roztworze, w którym mierzy si� absorbancje 

(w roztworze 2 i 3).  
st�d st��enie dodatku cw w przygotowanym roztworze 2 wynosi: 
cw = cobl.w �5 ml/50 ml, w roztworze 3 wynosi: cw = cobl.w � 8 ml/50 ml 

Nast�pnie korzysta si� z zale�no�ci, �e stosunek absorbancji roztworu 
badanego (Ax) i roztworu badanego z dodatkiem znanej ilo�ci wzorca (Ax+w)  
jest równy stosunkowi st��e� substancji w obu roztworach 

 
wxA

xA

+
 = 

wcxc
xc

+
       st�d oblicza si�:      

xA–  wxA
xA

cc wx

+
=  

gdzie: Ax  –  absorbancja roztworu badanego,  
 Ax+w –  absorbancja roztworu badanego z dodatkiem znanej ilo�ci wzorca cw, 
 cx –  nieznane st��enie substancji oznaczanej, 
 cw –  st��enie dodatku w roztworze, w którym mierzy si� absorbancj�.  

Poda� zawarto�� bizmutu (mg) w próbce otrzymanej do analizy. 
Metod� graficzn� mo�na wyznaczy� st��enie bizmutu w badanej próbce 

wykre�laj�c w układzie współrz�dnych: o� rz�dnych absorbancja (A), o� 
odci�tych st��enie roztworu wzorcowego (mg/ml). Na osi rz�dnych zaznacza si� 
absorbancj� Ax (absorbancj� roztworu 1 – bez dodanego wzorca, st��enie 
roztworu wzorcowego 0), nast�pnie zaznacza si� absorbancj� roztworu 2 
w zale�no�ci od st��enia roztworu wzorcowego (obliczone cw = cobl.w 5 ml/50 ml), 
po czym zaznacza si� absorbancj� roztworu 3 w zale�no�ci od st��enia roztworu 
wzorcowego w tym roztworze 3 (obliczone cw = cobl.w 8 ml/50 ml). Otrzymane 
punkty ł�czy si� i przedłu�aj�c prost� do przeci�cia si� z osi� st��enia odczytuje 
si� st��enie oznaczanego pierwiastka, a nast�pnie oblicza ilo�� bizmutu 
w badanej próbce (mg): 

 mBi = cx 50 ml 
mL25
mL250
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