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PA 2 Photometrische Analyse

1. Stoffgebiet

© N o g bk~ w b

e Ausbreitung elektromagnetischer Wellen
e Optische Spektroskopie

e Absorption

e Lambert-Beersche Gesetz

e Reflexion

e Emissions- und Absorptionsspektren

. Fragen

Was versteht man unter der Stoffmengenkonzentration? Wie hangt sie mit der Mol-
masse und der Masse zusammen? Uberlegen Sie sich, wie man eine Lésung einer ge-
winschten Konzentration herstellt.

Was ist eine gesattigte, eine ungesattigte und eine echte Losung?

Was ist ein kolloidales System?

Was ist ein Spektrum?

Was versteht man unter einem Emissionsspektrum und einem Absorptionsspektrum?
Wie unterscheiden sich Atom-, Molekiil- und Festkorperspektren?

Was versteht man unter der spektralen Bandbreite des Lichts?

Im Innern eines absorbierenden Stoffes ist die relative Abnahme der Intensitit
dl /1 =—Kdx, wenn sich das Licht in x-Richtung ausbreitet. Man leite daraus das Ab-
sorptionsgesetz Gl. (1) her.

Beschreiben Sie den Entfarbungsprozess von Kristallviolettldsung bei Zugabe von Na-
tronlauge.



Photometrische Analyse PA3

3. Grundlagen

Bei der Untersuchung von Stoffen sind zwei Fragestellungen wichtig:
e Welche Substanzen sind enthalten? (qualitative Analyse)
e In welcher Konzentration sind sie enthalten? (quantitative Analyse)

Die zahlreichen Analysemethoden kann man in berwiegend chemische (Fallungs-, Farbungs-
reaktionen, Titrationen etc.) und Uberwiegend physikalische (Absorptions- und Emissions-
spektralanalyse, Chromatographie, Massenspektrometrie, Spinresonanzspektroskopie, MR-
bauer-Spektrometrie usw.) einteilen, wenngleich eine solche Einteilung keine scharfe Ab-
grenzung liefert. Dabei ist beispielsweise von Interesse, welche Elemente in einer Verbin-
dung, welche Verbindungen in einer Losung enthalten sind, oder welche Substanzen bei che-
mischen Reaktionen entstehen.

In der medizinischen Diagnostik beschrankt man sich meist auf den quantitativen Nachweis
von organischen Verbindungen in Lésungen (z.B. Blut). In vielen Fallen eignet sich hierzu
die Absorptionsspektralanalyse, die nur eine geringe Messzeit beansprucht. Diese Tatsache ist
fir instabile Losungen wichtig. Da diese Methode ohne chemische Umwandlungen aus-
kommt, stehen die Messproben flr weitere Untersuchungen zur Verfugung. Heutzutage gibt
es auf dem Markt spezielle Messgerate, mit deren Hilfe komplette Messspektren in Bruchtei-
len von Sekunden aufgezeichnet werden, so dass man auch den Verlauf chemischer Reaktio-
nen schrittweise verfolgen kann.

3.1 Die Spektralanalyse

Der Spektralanalyse liegt die von dem Chemiker Bunsen und dem Physiker Kirchhoff ge-
wonnene Erkenntnis zugrunde, dass jedes chemische Element durch sein Absorptions- und
Emissionsspektrum (Atomspektrum) eindeutig charakterisiert ist. Dies gilt nicht in gleicher
Allgemeinheit fir chemische Verbindungen oder Zusammenlagerungen gleichartiger Atome
(Festkorper, Flussigkeiten), jedoch lassen sich auch viele Verbindungen, Flussigkeiten und
Festkorper durch ihre Spektren analysieren. Grund fiir diese Einschrankung ist, dass die Spek-
tren umso komplizierter werden, je mehr Atome sich im engen Verband befinden (Molekiile,
Festkorper) und sich gegenseitig beeinflussen. Die gegenseitige Beeinflussung benachbarter
Atome bewirkt, dass deren Elektronenspektren veréndert werden und zusétzliche Absorpti-
ons- und Emissionsprozesse entstehen (beim Molekdl etwa die Anregung von Schwingungen
und Rotationen). An die Stelle der Atomlinien tritt beim isolierten Molekdil eine Vielzahl von
Liniengruppen (Molekilbanden). Bringt man Molekdle in Losung, so findet man dhnlich wie
bei den Festkdrpern breite Absorptionsbereiche, die oft unterbrochen sind durch Bereiche
ohne Absorption. Je groRRer die Zahl der miteinander in Wechselwirkung stehenden Atome ist,
desto verwaschener und uncharakteristischer werden die Strukturen ihrer Spektren. Infolge
solcher Wechselwirkungen hat z.B. das Spektrum metallischen Natriums keinerlei Ahnlich-
keit mehr mit dem des Gases. Atomares Natrium kann durch das Liniendublett im Gelben
leicht identifiziert werden. Im gesamten sichtbaren Spektralbereich ist das Spektrum metalli-
schen Natriums dagegen so uncharakteristisch, dass es sich z.B. von dem des metallischen
Aluminiums kaum unterscheidet. Auch die Molekile eines Losungsmittels stellen eine solche
storende Umgebung dar, sodass die Spektren geldster Atome und Molekile auch von der
chemischen Natur des Losungsmittels beeinflusst werden. Dies muss bei der Analyse von
Spektren geltster Stoffe beachtet werden.

An sich sind Absorptions- und Emissionsspektren zur Analyse gleich brauchbar; bei Atomen
im Gas wird meist letztere angewendet (z.B. Flammenféarbung in der chemischen Analyse).
Molekile untersucht man dagegen meist in Absorption, da sie sich oft bei der fiir Emission
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notwendigen Erwdarmung zersetzen. Auch bei flissigen Losungen kommt nur die erste Me-
thode in Betracht.

Absorptionsspektren von Losungen bestehen aus Absorptionsbereichen (Absorptionsbanden)
und Bereichen, in denen die Ldsung durchsichtig ist. Liegt keine Absorptionsbande im sicht-
baren Spektralbereich, so erscheint die Lésung farblos. Dann muss man zur Analyse die im
Ultravioletten (UV) und Infraroten (IR) liegenden Absorptionsbereiche ausmessen.

Die Absorptionsspektren von Losungen setzen sich zusammen aus der Absorption der gelds-
ten Stoffe und der Absorption des Lésungsmittels. Angenehmerweise liegen bei Gblichen Lo-
sungsmitteln wie Wasser oder Alkohol, die Eigenabsorptionen weit entfernt vom sichtbaren
Spektralbereich im Ultravioletten und Infraroten, so dass sie im Sichtbaren farblos sind. Ist
man aber z.B. bei geldsten Substanzen, die im Sichtbaren selbst nicht oder nur uncharakteris-
tisch absorbieren, auf Messungen im UV oder im IR angewiesen, so muss man gesondert eine
evtl. Eigenabsorption des Losungsmittels prifen. Wir werden darauf im Folgenden nadher ein-
gehen.

Mit kommerziellen Absorptionsgeraten (Photometer) kann man heute (blicherweise den
Spektralbereich vom nahen Ultravioletten bis zum nahen Ultraroten (Wellenldangen von 280
nm bis etwa 1,5 um) Uberstreichen. Zur qualitativen Spektralanalyse muss man also das Ab-
sorptionsspektrum messen. Meist genugt dazu bereits ein kleiner Ausschnitt des Spektrums,
wenn dieser Absorptionsbereiche enthélt. Je groRer man jedoch den zu messenden Spektralbe-
reich wahlt, je mehr typische Absorptionsstellen man also erfasst, desto sicherer ist die Ana-
lyse. Aus der spektralen Lage der Maxima der Absorption ist dann auf die geldste Substanz zu
schliel3en.

3.2 Das Absorptionsgesetz

Zur quantitativen Analyse eines Stoffes gentgt, falls bereits bekannt ist, dass er in der Lésung
enthalten ist, die Messung seiner Absorption an einer Stelle im Spektrum, bei der das Lo-
sungsmittel und sonstige geldste Stoffe nicht absorbieren. Besonders geeignet sind die Maxi-
ma von Absorptionsbereichen des zu untersuchenden Stoffes. Die Absorption von Licht in
einer ebenen Schicht einer absorbierenden Substanz wird durch das Absorptionsgesetz be-
schrieben. Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit dem Beerschen Gesetz, das eine Erwei-
terung des Absorptionsgesetzes darstellt.

Die von einer absorbierenden Substanz durchgelassene Lichtintensitat lauch bezogen auf die
eindringende Intensitét lein nimmt exponentiell mit der Schichtdicke d ab. Die stoffspezifische
Starke der Absorption wird durch eine Materialkonstante, die Absorptionskonstante K erfasst.
Ihre GrolRe hangt von der Wellenldnge A des Lichtes ab. Das Absorptionsgesetz lautet:

Idurch — e—K(ﬂ)d (1)

ein

Abb. 1 zeigt den Verlauf von GI. (1) als Funktion der Schichtdicke. Eine wesentliche Erweite-
rung des Gesetzes auf Lésungen stammt von Beer. Ist ¢ die Konzentration des geltsten Stof-
fes und ist das Lésungsmittel im betrachteten Spektralbereich durchsichtig, so gilt:

K(A)=a(A)c (2)

Dabei ist « (1) eine von der Wellenldange abhangige Konstante, die spezifische Absorptions-
konstante. Setzt man diese Formel in Gl. (1) ein, so erhdlt man das Beersche Gesetz (oft auch
Lambert-Beersches Gesetz genannt) fur die Transmission T:
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Tzlmm:eﬂum (@
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Aus der Messung der Intensitéten lqurch Und lein bei einer Wellenlange A erhélt man nur dann
eine eindeutige Aussage uber die Konzentration ¢ des gelosten Stoffes, wenn man dessen
Konstante « bei dieser Wellenldnge kennt und weil3, dass keine weiteren Bestandteile der
Losung zur Absorption bei dieser Messwellenlédnge beitragen.
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Abb. 1: Die von einer absorbierenden Substanz durchgelassene Lichtintensitéat Iqurch
bezogen auf die eindringende Intensitat lein Nimmt exponentiell mit der Schichtdicke d
ab (Gl. (2)).

In der Photometrie wird statt der Transmission T oft die Extinktion E benutzt:

E = IogleA: Iong:a()L)cd loge (4)

durch
Fuhrt man den molaren dekadischen Extinktionkoeffizienten &(1) = a(A)loge ein, ist
E=&(4)cd (5)

¢ ist die Extinktion E, die eine Losung mit der Konzentration 1 mol/l bei einer Schichtdicke
von 1 cm haben wirde.

An die Stelle der expliziten Kenntnis der Konstanten « oder & kann auch eine Vergleichsmes-
sung an einer gleichartigen Losung mit bekannter Konzentration co (Normal- oder Eichlo-
sung) treten. Dann verhalten sich die Absorptionskonstanten der Losungen zueinander wie
ihre Konzentrationen:

K(4):K,(4)=c:c, (6)
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Fir Lésungen mit mehreren absorbierenden Bestandteilen setzt sich die Gesamtabsorption aus
den Einzelabsorptionen zusammen:

ngsamt (/1) = al (ﬂ) Cl + az (l) C2 +.. (7)

Fur die gesamte Extinktion gilt

Egeamt = B, + B, +..=d(&,C, + £,C, +...) 8)
Die Indizes 1,2,... sollen auf die verschiedenen absorbierenden Bestandteile der Lésung hin-
weisen. Hier ergibt sich nun eine Schwierigkeit: Selbst, wenn man weil3, dass zwei Substan-
zen mit den spezifischen Absorptionskonstanten ci(4) und a2(A2) in einer Lésung enthalten
sind, so sind Gl. (7) bzw. (8) nicht eindeutig, da sie zwei Variablen enthalten. So kann dersel-
be Zahlenwert von Kgesamt durch véllig unterschiedliche Kombinationen von c¢1 und ¢z erhalten
werden, wodurch eine eindeutige Konzentrationsbestimmung unmaoglich wird.

Der Ausweg ist, bei zwei oder mehreren Wellenldngen zu messen, und zwar, falls dies mog-
lich ist, am besten bei einer Wellenlédnge A1, bei der nur die eine, und dann bei einer weiteren
Wellenldnge A, bei der nur die andere Substanz absorbiert. Aber auch , wenn es solche Ge-
biete im Messbereich des Spektrums nicht gibt, in denen der eine Stoff durchsichtig, der ande-
re aber absorbierend ist, so erhalt man aus zwei Messungen bei verschiedenen Wellenlangen
im allgemeinen eine eindeutige Aussage Uber die beiden Einzelkonzentrationen, wenn die
spezifischen Absorptionskonstanten bekannt sind. Allerdings ist dann die Auswertung kom-
plizierter, da man ein System von zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten I6sen muss.

Fur die Auswertung ist zudem notig, dass die Absorptionen der Bestandteile in der gleichen
GroRenordnung liegen. Dies ist meist nicht der Fall, wenn das Losungsmittel selbst ein absor-
bierender Bestandteil ist. Ist die Konzentration des geldsten Stoffes gering, kann seine Ab-
sorption so sehr von der des mengenmaRig tUberwiegenden Losungsmittels tberdeckt werden,
dass die Messgenauigkeit nicht ausreicht, den geldsten Stoff Giberhaupt noch nachzuweisen.
Das Lambert-Beersche Gesetz gilt bei den meisten Losungen, keineswegs aber allgemein.
Eine Voraussetzung fur seine Gultigkeit ist, dass keine Wechselwirkung zwischen den gelds-
ten Molekulen auftritt. Bei niedrigen Konzentrationen ist dies wegen des groRen mittleren
Abstandes der Molekule sicher der Fall, bei hohen Konzentrationen aber kann die Wechsel-
wirkung der Molekile untereinander bewirken, dass sich die Konstante «(A) andert, d.h.
selbst von der Konzentration abhéngig wird.

3.3 Das Spektrometer (Photometer)

Das hier benutzte Spektrometer Red Tide USB650 analysiert Licht in einem Wellenldngenbe-
reich von 350 nm — 1000 nm mit einer Auflésung von etwa 2 nm. Es besitzt keine bewegli-
chen Teile, alle optischen Komponenten sind fest montiert und wurden einmal eingestellt und
geeicht. Abb. 2 zeigt den inneren Aufbau des Spektrometers.

Das zu analysierende Licht wird tber einen Lichtleiter (1) und einen Spalt (2) in das Spek-
trometer gefuhrt. Ein Eintrittsfilter (3) beschréankt den Wellenlangenbereich des eintretenden
Lichts auf den Wellenldngenbereich 350 nm — 1000 nm. Ein Hohlspiegel (4) fokussiert das
Licht auf ein Gitter (5) mit 600 Linien pro mm. Das Gitter zerlegt durch Beugung das Licht
spektral. Die 1. Beugungsordnung dieses Lichts wird von einem weiteren Spiegel (6) Uber
viele kleine Sammellinsen (7) auf einen CCD-Detektor (8) mit 2048 Elementen (,,Pixel*) ab-
gebildet. Zusatzliche Filter (9,10) dienen der Unterdriickung von Streulicht und Licht aus
Beugungen hoherer Ordnung. Die Position jedes Pixels des CCD-Detektors entspricht einer
bestimmten Wellenldnge und jeder Pixel erzeugt ein elektrisches Signal, das proportional zu
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der Intensitat des von ihm absorbierten Lichts ist. Diese Signale werden digitalisiert und an
einen PC Ubertragen.

Abb. 2: Aufbau des Spektrometers Red Tide USB650.

Allerdings haben sowohl das Gitter als auch der CCD-Detektor abhangig von der Wellenlan-
ge unterschiedliche Empfindlichkeiten. Dies ist einer der Grinde, warum photometrische
Messungen immer im ,,2-Kivetten-Verfahren* durchgefiihrt werden. Durch den Bezug auf
eine Referenzmessung (Kuvette mit reinem Ldsungsmittel) ist die eigentliche Messung unab-
hangig von der Ansprechwahrscheinlichkeit des Spektrometers.

Als Lichtquelle fur die Messungen dient eine Wolfram-Halogen-Lampe, die ein kontinuierli-
ches Lichtspektrum im Bereich 360 nm — 2000 nm liefert. Abb. 3 zeigt das Lichtspektrum flr
den Bereich, fur den das Spektrometer empfindlich ist.
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Abb. 3: Spektrum der Wolfram-Halogen-Lampe.

Durch Einsatz von Neutral-Filtern kann die Lichtintensitat angepasst werden. Die Lichtquelle
wird mit einem Lichtleiter mit dem Kdvettenhalter verbunden, mit einem weiteren Lichtleiter
wird das nicht absorbierte Licht zum Spektrometer geleitet.
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4. Versuche

Hinweis: Eine Anleitung zur Aufnahme der Messungen mit dem Programm SpectraLab fin-
den Sie in den Anhdngen I und I1.

Vorsicht: Vermeiden Sie es, die verwendeten Chemikalien in die Augen zu reiben. Verwen-
den Sie Handschuhe.

Aufgabe 1

Prifen Sie experimentell die im Lambert-Beerschen Gesetz geforderte Abhangigkeit der Ab-
sorption von der Konzentration c. Dazu wird das Extinktionsspektrum einer Kaliumper-
manganatlosung (KMnOa) aufgenommen. Der Transmissionskoeffizient wird aus der Extink-
tion berechnet. Bestimmen Sie mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes den Absorptions-
koeffizienten einer KMnQO4 L6sung fiir drei verschiedenen, geeigneten Wellenlangen.

Stellen Sie 200 ml einer 0,001 molaren Kaliumpermanganatlésung (KMnQOs) her (Molmasse:
158,03 g/mol). Von dieser Stammldsung des Farbstoffes stellen Sie folgende Verdiinnungen
her: 100%, 50%, 25%, 10%, 5% und 2%. Benutzen Sie dazu die Saugpipette.

Vorsicht: Die Kivetten nicht im transparenten Bereich berlhren, sondern an den aufgerauten
Flachen. Fingerabdrucke verfalschen die Messung.

Theoretische Grundlagen der Durchfiihrung:

In der photometrischen Messung wird die durch die Probe dringende Lichtintensitat aufge-
nommen. Nach Gl. (1) hangt der Messwert von der Intensitat des Lichtes vor Durchgang
durch die Probe ab. Zusétzlich zur Messung der einfallenden Intensitét ist die Reflexion des
Lichtes, die an jeder Grenzflache (Luft/Glas und Glas/Ldsung) zwischen zwei verschiedenen
durchsichtigen oder absorbierenden Stoffen auftritt, zu berticksichtigen (Abb. 4). Dadurch
wird die Intensitét lqurcn zusatzlich geschwécht. Der reflektierte Anteil an einer Grenzflache ist
R -1 (R = Reflexionsvermdgen der Grenzflache, | = einfallende Intensitét), der durchgelassene
Anteil betrégt hinter einer Grenzflache (1-R)-1 .

Abb. 4: Zwei-Kivetten-Messverfahren in der photometrischen Analyse.
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Das Messsignal lqureh ist also nicht nur eine Funktion von K, sondern auch von lein und dem
Reflexionsvermdgen der verschiedenen Grenzflachen. Durch das Zwei-Kivetten-Mess-
verfahren wird der Einfluss der unerwiinschten GroRen eliminiert, und man erhalt das unver-
falschte Absorptionsspektrum.

Fur eine stark verdiinnte, wéssrige LOsung ist die reflektierte Intensitat praktisch gleich der
einer mit reinem Losungsmittel geflillten Referenzkiivette. Wird lqurch, die Intensitat hinter
einer mit Losungsmittel gefullten Kivette gemessen, so enthélt dieser Wert nahezu dieselben
Reflexionsverluste. Division dieses Wertes (1:°4") durch den Messwert ( 1™y ergibt
die gesuchte Funktion e <9

Voraussetzung fur diese Methode sind identische optische Eigenschaften der verwendeten
Kuvetten.

Durchfiihrung:

a) Stellen Sie die Stammldsung und die beschriebenen Verdinnungen her. Befillen Sie je-
weils eine Kuvette zu ca. % mit der Stammldsung sowie den Verdinnungen. Beflllen Sie
auflerdem eine Kivette mit destilliertem Wasser als Referenz.

b) Messen Sie das Absorptionsspektrum von destilliertem Wasser.
c) Messen sie die Absorptionsspektren der Stammldsung und ihrer Verdinnungen.

Auswertung:
a) Ubertragen Sie die Messwerte der Extinktion samt Wellenlangen nach Origin.

b) Suchen sie eine geeignete Wellenladnge heraus und tragen sie die zugehorigen Werte der
Extinktion gegen die Konzentration auf. Mit Hilfe des Graphen kdénnen sie anhand des
Lambert-Beerschen Gesetzes die Absorptionskonstante fiir diese Wellenlange berechnen.

c) Berechnen sie die Absorptionskonstanten fiir zwei weitere Wellenléngen.

Aufgabe 2:

Untersuchen sie die Reaktionskinetik beim Entfarben einer Kristallviolettlosung der Konzen-
tration ¢ =5-10"° mol/l mit Natronlauge (0,01 mol/l). Bestimmen sie die Reaktionskonstante.

Durchfiihrung:

a) Stellen Sie 400 ml einer 5-10° molaren Kristallviolettldsung (C2sH3oCIN3) her. Die mola-
re Masse von Kristallviolett betragt 407,99 g/mol.

b) Nehmen Sie als Referenzmessung das Absorptionsspektrum von destilliertem Wasser auf.

c) Das Messprogramm muss vor dem Aufnehmen der Reaktionskinetik kalibriert werden.
Nehmen Sie das Absorptionsspektrum der Stammlésung auf und wéhlen Sie den Wellen-
ldngenbereich aus, in dem die Kinetik untersucht werden soll. Stellen Sie dann durch Ver-
dinnen der Stammldsung Kristallviolettlésungen der Konzentrationen ¢ =4-10"°mol/l,
¢=3-10"°mol/l, ¢c=2-10"°mol/l, ¢=1-10"°mol/l her und nehmen Sie ihr Absorptions-
spektrum auf.

d) Geben Sie mit einer Pipette einige Tropfen Natronlauge in eine Kivette mit der Stammlé-
sung und stellen sie diese in die Messvorrichtung. Die Anfangskonzentration der Losung
sollte zwischen 4-10° mol/l und 4,5-10° mol/l liegen. Die Kristallviolettlésung wird
sich innerhalb von etwa 20 Minuten langsam entfarben.

e) Nehmen Sie den Konzentrationsverlauf auf und bestimmen Sie daraus die Reaktions-
konstante.
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Aufgabe 3:

Vergleichen Sie experimentell und rechnerisch die Additivitat von Absorptionskonstanten
nach Gleichung (6).

Durchfiihrung:

Sie bendétigen folgende Ldsungen bekannter Konzentration: Kupfersulfatlosung (c=0,22
mol/l), Kristallviolettldsung (¢ =5-10°mol/l) und Kaliumpermanganatlésung (c=0,001
mol/l).

a) Nehmen Sie als Referenz das Absorptionsspektrum von destilliertem Wasser auf.

b) Nehmen Sie jeweils das Absorptionsspektrum der drei Losungen auf und bestimmen sie
wie in Aufgabe 1 die Absorptionskonstanten der Ldsungen mit Hilfe des Lambert-
Beerschen Gesetzes.

c) Stellen Sie eine Mischung (Verhaltnis 1:1) aus Kupfersulfat- und Kristallviolettlésung
sowie Kupfersulfat- und Kaliumpermanganatlosung her und bestimmen Sie die Absorpti-
onskonstanten der Mischungen. Beachten Sie, dass sich die Konzentrationen dndern, wenn
Sie zwei Losungen mischen.

d) Vergleichen Sie die experimentell und rechnerisch erhaltenen Ergebnisse.
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Anhang |

Durchfiihrung einer Messung zur Bestimmung der Absorptionskonstanten mit SpectralLab
(das Handbuch zu dem Programm liegt bei dem Versuch aus bzw. kann von der Web-Seite
des Praktikums runtergeladen werden):

A Messung der Referenz:

1. Klicken Sie auf den Reiter ,,Reference 12 = 1-10“.
2. Setzen Sie die Referenz-Klivette in den Halter ein.
3. Passen Sie die Integrationszeit an:
a. Stellen Sie die Integrationszeit auf 100 ms ( @ und © -Button),
b. Probieren Sie verschiedene Kombinationen aus Neutralgladsern und verschiedenen In-
tegrationszeiten aus, um in Transmission maximal etwa 75% Intensitat zu erreichen.
4. Warten Sie einige Sekunden, bis sich die Anzeige nur noch schwach verandert.
5. Bilden Sie den Mittelwert (3_-Button) tber etwa 100 Messungen mit der Referenz.
6. Beenden Sie die Messung ( I1-Button).

B Messung der Probe

1. Klicken Sie auf den Reiter ,,Extinction E = -log(11/12)*.

2. Setzen Sie die Proben-Kivette in den Halter ein.

3. Warten Sie einige Sekunden, bis sich die Anzeige nur noch schwach veréndert.
4. Bilden Sie den Mittelwert (3 -Button) tiber etwa 50 Messungen mit der Probe.
5. Beenden Sie die Messung ( 1§ -Button).

Hinweis: Zum Messen von Probenvariationen (beispielsweise unterschiedliche Konzentratio-
nen) erstellen Sie nach Schritt B5 eine neue Datenspalte ( @ -Button) und beginnen Sie wie-
der bei Schritt B2. Stoppen Sie beim Wechsel die Bildung des Mittelwerts.

C Speichern der Daten

e Legen Sie in dem dafur vorgesehenen Verzeichnis ein Unterverzeichnis an, welches Sie
nach dem aktuellen Datum benennen.

e Speichern Sie alle Daten ( -Button).

e Benennen Sie ihre Daten nach der vermessenen Substanz.

D Exportieren der Daten nach Origin

1. Rechtsklicken Sie die zu exportierende Tabelle und wéhlen Sie ,,Copy Table* aus dem
Menu aus.

2. Starten Sie Origin.

3. Klicken Sie auf Feld A-1 im Origin-Worksheet und driicken Sie ,,STRG+V* zum Einfi-
gen der Daten.



PA 12 Photometrische Analyse

Anhang |1

Durchfiihrung einer Messung zur Bestimmung der Reaktionskinetik mit SpectralLab:

A Messung der Referenz:

1. Klicken Sie auf den Reiter ,,Reference I = I-1o*.
2. Setzen Sie die Referenz-Klivette in den Halter ein.
3. Passen Sie die Integrationszeit an:

a. Stellen Sie die Integrationszeit auf 100 ms ( @ und © -Button),

b. Probieren Sie verschiedene Kombinationen aus Neutralgladsern und verschiedenen In-
tegrationszeiten aus, um in Transmission bei 4 =600 nm etwa 75% Intensitat zu errei-
chen.

4. Warten Sie einige Sekunden, bis sich die Anzeige nur noch schwach verandert.
5. Bilden Sie den Mittelwert (3 _-Button) tUber etwa 100 Messungen mit der Referenz.
6. Beenden Sie die Messung ( I1-Button).

B Eichung der Probe

Klicken Sie auf den Reiter ,,Extinction E = -log(11/12)*.

Setzen Sie die Proben-Kivette in den Halter ein.

Warten Sie einige Sekunden, bis sich die Anzeige nur noch schwach verandert.
Bilden Sie den Mittelwert (3 -Button) Uber etwa 50 Messungen mit der Probe.
Beenden Sie die Messung (1§ -Button).

Suchen Sie den Bereich des Absorptionsmaximums.

Rechtsklicken Sie auf den Extinktions-Graphen und wéhlen Sie ,,Define Range for Ki-

netics®.

Markieren Sie einen Bereich von £ 20nm um die Wellenlange maximaler Extinktion.

9. Rufen Sie mit einem Linksklick auf das ,,Exx" in der oberen Leiste das Anzeigefenster flir
die Extinktion auf.

10. Klicken Sie auf den Reiter ,,Calibration®.

11. Ziehen Sie den Wert aus der Anzeige mit der Maus in die erste Zeile der Spalte ,,E* und
tragen Sie in der Spalte ,,c” die zugehdrige Konzentration ein.

12. Wechseln Sie zum Reiter ,,Extinction E = -log(11/12)“.

13. Erstellen Sie eine neue Spalte (@ -Button).

Wiederholen Sie Schritt B2-B5 und B10-B13 fiir die anderen Konzentrationen, dann fahren
Sie mit B14 fort.

14. Wechseln Sie zum Reiter ,,Calibration”.

15. Rechtsklicken Sie den Graphen in der Kalibrierung und wéhlen Sie ,,Fit Function”“ —
»otraight Line through Origin® aus.

16. Markieren Sie die Messdaten.

17. Lesen Sie den Wert fiir E/c = A ab und notieren Sie ihn.
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C Messung der Reaktionskinetik

Klicken Sie auf den Reiter ,,Kinetics*.

Ziehen Sie den Button ,,c* aus der oberen Leiste in den Kinetik-Graphen.

Setzen Sie die Proben-Kivette in den Halter ein.

Vergewissern Sie sich, dass der ( Il -Button) und der (>.-Button) nicht mehr aktiv sind.
Starten Sie die Kinetik-Messung (» -Button, rechts).

Beenden Sie die Kinetik-Messung (m-Button, rechts).
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D Speichern der Daten

e Legen Sie in dem dafur vorgesehenen Verzeichnis ein Unterverzeichnis an, welches Sie
nach dem aktuellen Datum benennen.

e Speichern Sie alle Daten ( -Button).

e Benennen Sie ihre Daten nach der vermessenen Substanz.

E Exportieren der Daten nach Origin

1. Rechtsklicken Sie die zu exportierende Tabelle und wéhlen Sie ,,Copy Table* aus dem
Men( aus.

2. Starten Sie Origin.

3. Klicken Sie auf Feld A-1 im Origin-Worksheet und drucken Sie ,,STRG+V* zum Einfi-
gen der Daten



