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Instrukcja stanowiskowa do ¢wiczenia M8
z uzyciem spektrofotometru UV/VIS VIS-723G

1. Wiaczy¢: spektrofotometr Rayleigh (wlacznik znajduje si¢ na prawym boku
instrumentu), nastepnie komputer i monitor stojacy przy spektrofotometrze.
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2. Poprosi¢ prowadzacego zajecia o podanie stgzen roztworéw wzorcowych, dla ktoérych
nalezy obliczy¢ objgtosci roztworu wyjsciowego Vo oraz objgtosci wody Vw dla
podanych stezen (patrz czes$¢ teoretyczna instrukcji). Wyniki wpisa¢ do Tabeli 1.

Lp. C [M] Vo [ml] Vw [ml] A (w drugim
maksimum)
1. 0 0 10
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

[99)

Korzystajac z pipety automatycznej przygotowac roztwory wzorcowe.

4. Uruchomi¢ aplikacje UVsoftware. Na wstazce polecen klikna¢ ikone ,,SETTINGS”.
W okienku ustawien, wybra¢: Com Port: COM3 oraz SN: 12400150; zatwierdzi¢
przyciskiem ,,OK”.

5. Uruchomi¢ polaczenie klikajac przycisk ,,Connect” (lewy dolny naroznik okienka) oraz
potwierdzi¢ przeczytany komunikat ,,Connect success!” (w okienku informacyjnym
przycisk ,,OK”).

6. Uruchomi¢ inicjacj¢ systemu klikajac przycisk ,,Initialization” (lewy dolny naroznik
okienka) oraz potwierdzi¢ przeczytany komunikat ,,Initialization success!” (w okienku
informacyjnym przycisk ,,0K”).

7. W razie pojawienia si¢ innych komunikatow zglosi¢ problem osobie prowadzacej

¢wiczenia!!!
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8.
9.

10.
1.

12.

Wybra¢ z menu wstazki ikone ,,Spectrum”, a nastepnie ikone ,,Param”.
Po otwarciu okna parametrow ustawié:

Data Mode: Abs

Wavelength Range: 340-530nm

Display Range: -0.010 — 1.000

Scan mode: Once

Save mode: Manual

M Overlay

Sampling Interval (nm): §
Scan Speed: Middle
Decimals: 3

Reference Test: Once

Zatwierdzi¢ ustawienia parametroOw skanowania przyciskiem ,,OK”.

Z paska polecen wybra¢ ikone ,,Start” i1 postgpowal zgodnie z poleceniami
wyswietlanymi na ekranie monitora.

Pojawi si¢ napis: “Please set the reference position.....” (“Prosze ustawi¢ pozycje
odnosnika....”).

- otworzy¢ pokrywe¢ komory pomiarowej spektrofotometru,

- wla¢ wode destylowang do przezroczystej kuwetki (Uwaga! Objetos¢ wody nie
powinna by¢ nizsza niz wskazuje to trojkat znajdujacy si¢ na $ciance kuwety, powinna
by¢ ok. 0,3 - 0,5 cm ponizej wysokosci kuwety), - papierowymi reczniczkami
znajdujacym si¢ przy stanowisku pracy przetrzeé Scianki kuwetki uwazajac, aby do
wody nie nawrzuca¢ ktakoéw celulozy (zewnetrzne powierzchnie kuwetki musza by¢
czyste i suche!!!!),

- trzymajac za chropowate Scianki, kuwetk¢ z odnos$nikiem (woda destylowang)
wstawi¢ do koszyczka pomiarowego (na ponizszym zdjeciu pozycja kuwetki zostata
zaznaczona pomaranczowym kotkiem), kierujac przezroczyste Scianki w bieg promieni
$wietlnych — wprowadzajac roztwor w bieg promieni $wietlnych,
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

- delikatnie zamkna¢ pokrywe 1 zatwierdzi¢ wykonanie polecenia klikajac ,,OK” w
oknie komunikatu.

Nastepuje rejestracja linii odniesienia.... Koniec rejestracji oznajmia komunikat:
“Please set the SAMPLE position.....” (“Prosze ustawi¢ pozycje PROBKI.....”).

W tym momencie nalezy, klikajac "OK”, rozpocza¢ rejestracje widma absorpcji
odnos$nika. Koniec rejestracji oznajmia komunikat: ,,Scan complete!”, ktorego
odnotowanie nalezy potwierdzi¢ klikajac "OK”.

Wode z kuwetki wla¢ do czystej zlewki. Kuwetke odwroci¢ nad re¢czniczkiem
papierowym, bardzo lekko uderzajac pozby¢ si¢ wody pozostatej w kuwetce.

Przemy¢ kuwetke badanym roztworem o najmniejszym stezeniu (do potowy napetnic
ja roztworem, wyla¢ roztwér z kuwetki do zlewki z woda. Uwaga! Kuwetk¢ mozna
przemy¢ badanym roztworem dwukrotnie, jesli jego objeto$¢ w probowce na to
pozwoli). Kuwetke odwréci¢ nad reczniczkiem papierowym, bardzo lekko uderzajac
pozby¢ si¢ roztworu pozostatego w kuwetce.

Wla¢ badany roztwor do przezroczystej kuwetki (Uwaga! Objeto$¢ roztworu powinna
by¢ taka sama jak badanej wody destylowanej (ok. 0,3 - 0,5 cm ponizej wysokosci
kuwety), - papierowymi reczniczkami znajdujacym si¢ przy stanowisku pracy przetrze¢
Scianki kuwetki uwazajac, aby nie nawrzuca¢ do roztworu klakéw celulozy
(zewnetrzne powierzchnie kuwetki muszg by¢ czyste i suche!!!!)

- kuwetke z roztworem wstawi¢ do koszyczka pomiarowego,

- delikatnie zamkna¢ klape spektrofotometru.

Zmierzy¢ widma absorpcji poszczegdlnych roztworéw wzorcowych — z paska polecen
za kazdym razem wybra¢ ikong¢ ,,Start”, pojawi si¢ komunikatu: “Please set the
SAMPLE position.....” (“Prosze¢ ustawi¢ pozycje PROBKI.....”).

Po zakonczeniu pomiaru absorbancji (,,Scan complete!”, ktérego odnotowanie nalezy
potwierdzi¢ klikajac "OK” zmienia¢ roztwor na kolejny o wyzszym stezeniu. Nalezy
pamigta¢ o przemywaniu kuwetki badanym roztworem, trzymaniu kuwetki za
chropowate §cianki oraz o doktadnym wycieraniu $cianek kuwetki.

Dla roztworu o najwigkszym stgzeniu odczyta¢ dlugos¢ fali 1 pasma absorpcji
(maksimum pasma o dluzszej fali, II maksimum absorpcji). Przy ustalonej dtugosci fali
odczyta¢ absorbancj¢ dla badanych roztworéw — wyniki wpisa¢ do Tabeli 1.

Zarejestrowane widma absorpcji program przechowuje oddzielnie. Aby zapisaé 1
wydrukowac poszczegolne widma nalezy:

- wybra¢ zaktadke z widmem (np. Data 1, Data 2...)

- na pasku polecen (powyzej zaktadek z widmami) klikna¢ polecenie ,,Data” (rozwija
si¢ menu)

- z menu wybrac opcj¢ ,,Save” (otwiera si¢ okno zapisu)

- wybrac¢ katalog ,,Pulpit” (z lewej strony okna)

- utworzy¢ katalog (ikona folderu z gwiazdka, gérny prawy rég) nadajac mu unikalng
dla grupy studenckiej nazwe i wej$¢ w niego
- nada¢ nazwe zapisywanemu plikowi (unikalng dla pliku)

- zatwierdzi¢ klikajac przycisk ,,Zapisz”.

- widma nalezy zapisa¢ wg polecen kolejno.

22. Wydruk widm absorpcji:

- wybra¢ zaktadke ,,Data” zawierajacg wszystkie widma

- prawym przyciskiem myszy kliknag¢ dowolne miejsce wykresu (rozwija si¢ menu)
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23.

24.

25.

26.

- wybra¢ polecenie ,,Autosize” (nastepuje automatyczne dopasowanie zakresu osi do
wykresoOw widm)

- na pasku polecen (powyzej zaktadek z widmami) klikng¢ polecenie ,,Report” (rozwija
si¢ menu)

- wybra¢ polecenie ,,Preview” (wyswietla si¢ raport zawierajacy dane i wykres widm)
- wybra¢ polecenie ,,Print” (ikona drukarki — nastepuje drukowanie wykresow widm)
- zamkna¢ okno podgladu wydruku (ikona krzyzyk)

Wykres zaleznosci absorbancji od stezen badanych roztworow ryboflawiny A = f(C):

- dwukrotnie szybko klikng¢ na ikon¢ z programem GraphPad Prism (otworzy si¢
program):

- z Tabeli 1 przepisa¢ do kolumny X wartosci st¢zen roztworow wzorcowych,

- warto$ci maksymalnej absorbancji nalezy wpisa¢ do kolumny Y.

Przy uzyciu programu GraphPad Prism, wykona¢ analize regresji liniowej otrzymujac
parametry rownania prostej:

- slope: [wartos¢ parametru]+[niepewnos¢ parametru] (wspotczynnik kierunkowy
Ax—b

)

- Yintercepr: [wartos¢ parametru]£[niepewnos¢ parametru] — wspolczynnik kierunkowy
prostej ,,b” W powyzszym wzorze.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw obliczy¢ nieznane stezenie Cx roztworu, bedacego
mieszaning kilku innych roztworéow

Wykona¢ rachunek niepewnosci tych stezen — w tym celu nalezy wykorzysta¢ wzory
podane w czg¢sci teoretycznej do tego ¢wiczenia.

prostej - warto$¢ parametru ,,a” we wzorze C, =



