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Abbildung 8.1: Ubersicht des Versuchsaufbaus Abbildung 8.2: Das Spektralphotometer

1 Vorbemerkungen

Das Thema hat einen unmittelbaren Bezug zur allgemeinen und organischen Chemie sowie zur physio-
logischen Chemie. Es bietet eine direkte Vorbereitung fiir die spiteren Experimente im Biochemischen
Praktikum (Physiologische Chemie) fiir Medizinstudenten.

Dieser Versuch wendet die Messprinzipien aus dem Praktikumsexperiment #7 auf eine Untersuchung
der py -Wert -Abhéngigkeit der optischen Spektren einer Indikatorlésung an.

Etwa 1950 kamen die ersten zur quantitativen Photometrie geeigneten elektronischen Lichtdetek -toren
auf den Markt. In der Folgezeit konnte sich die Absorptions -Spektralphotometrie zur wohl wichtigsten
Untersuchungsmethode der organischen und physiologischen Chemie und der Physiologie entwickeln.
An bis zu 90% aller Struktur - und Konzentrationsanalysen an organischen Molekiilen oder Substanz-
gemischen ist diese Messmethode wesentlich beteiligt.

Die Begriindung hierfiir ist in einer fast universellen Anwendbarkeit, grofler Empfindlichkeit, Zu-
verlédssigkeit und dem im Vergleich zu anderen Analysemethoden sehr geringen notwendigen Aufwand
an Zeit und Proben -Préparation zu suchen.

2 Grundlagen
2.1 Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Materie

Physikalische Messmethoden fiir biologische oder medizinische Untersuchungen beruhen zumeist auf
Wechselwirkungsprozessen von elektromagnetischer Strahlung mit Materie. Welche physikalischen Ef-
fekte bei diesen Wechselwirkungsprozessen dominieren und wie sie demzufolge zu Mess - und Diagno-
stikzwecken benutzt werden koénnen, héngt stark von der Quantenenergie bzw. der Wellenléinge der
elektromagnetischen Strahlung ab.

Das Ubersichtsdiagramm Abb. enthélt drei zueinander justierte, logarithmische Skalen, die einen
Bereich von 18 Zehnerpotenzen iiberdecken:

e Die entsprechende Quantenenergie links innen.
e Die Wellenlénge der elektromagnetischen Strahlung kann links auflen abgelesen werden,

e die entsprechende Schwingungsfrequenz der Strahlung liest man rechts aufien ab.



Unterschiedlichen Spektralbereichen der elektromagnetischen Strahlung kénnen atomare, molekulare
und physiologische Vorgédnge und zu ihrer Untersuchung genutzte physikalische

ordnet werden.
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Fig. 8.1 Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mit Materie

Abbildung 8.3: Wellenldnge A, Schwingungsfrequenz v und Quantenenergie E von elektromagneti-
scher Strahlung sind iiber zwei Naturkonstanten verkniipft: {iber die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum

c = 2,998 - 10® m/s und das Plancksche Wirkungsquantum h = 6,62 -

10734 Js .



Es gilt: N
c
E=hv= —~ (8.1)
Der Ubersichtlichkeit wegen ist es bei der Laborarbeit niitzlich zu wissen, dass — Zahlen fiir h - ¢ in
Gl eingesetzt — die Quantenenergie
h-c

E=1eV=—2¢ 2
V= 12380 um (82)

entspricht.

Spektralphotometrie wird im Wellenldngenbereich von ca. 100nm < A < 10 um betrieben, entspre-
chend Quantenenergien von 12eV > E > 0,1 eVE| In diesem Bereich stehen ganz andere Wechselwir-
kungsprozesse im Vordergrund als bei der Wechselwirkung von v - oder Rontgenstrahlung mit Materie
(siehe Thema #10 ,Rontgenstrahlung” sowie Thema #11 v -Spektrometrie“).

Sichtbares Licht wechselwirkt mit Materie vorwiegend durch Anregung von Elektronen der Atombhiillen.
Solche Elektronen haben wohldefinierte Bindungsenergien, die charakteristisch sind sowohl fiir die
Elektronenbindungstypen in Molekiilen als auch fiir bestimmte Substanzen. Strahlungsenergie AFE
wird absorbiert bei der Anhebung eines Hiillenelektrons auf ein héheres Energieniveau, so dass AFE
nur diskrete Werte annehmen kann.

Die festen o -Elektronenbindungen zwischen den Atomen eines Molekiils haben die héchsten Bindungs-
energien, 6 bis 10 eV, die zugehorigen Absorptionslinien liegen im UV -Bereich, 120nm < A < 200nm.
Die weniger festen 7 -Elektronenbindungen, wie sie vor allem in sog. konjugierten Molekiilsystemen
auftreten, absorbieren elektromagnetische Strahlung bei 200nm < A < 700nm, also weitgehend im
Bereich des sichtbaren Lichts.

Molekiile, in deren Geriist mehrere Doppelbindungen durch je eine Einfachbindung getrennt sind, wer-
den konjugierte Systeme genannt.

Zahlreiche biologisch wichtige Substanzen weisen konjugierte Bindungen auf. Aus diesem Grunde er-
scheinen solche Substanzen farbig. Von einfallendem weiflen Licht werden die Wellenléingen absorbiert,
die den Elektronenbindungsenergien entsprechen. Der reflektierte Teil des Spektrums ist nicht mehr
weifl, er wird in der Komplementérfarbe wahrgenommen. Das absorbierte Licht wird mit nur gerin-
ger Wahrscheinlichkeit wieder als Licht emittiert. Zumeist wird diese Energie iiber die Anregung von
Schwingungs - und Rotationszustianden der Molekiile dissipiert (verteilt).

Atome zeigen im sichtbaren Bereich aus einzelnen Linien bestehende Absorptionsspektren, die von
Elektroneniibergéingen (Anregungen) in der Atomhiille herrithren. Im Gegensatz dazu zeigen Mo-
lekiile Lichtabsorption in breiten Banden, die aus einer Vielzahl von Linien bestehen, die mit dem
Spektrometer nicht auflésbar sind. Bei der Anregung von Molekiilbindungen wird immer auch der
Schwingungs - und/oder Rotationszustand des Molekiils gefindert. Dabei werden zahlreiche dicht be-
nachbarte mogliche Schwingungs - und/oder Rotationszustéinde angeregt, die bei einzelnen Atomen
in dieser Form nicht auftreten.

!Die vorhandenen Geréte beschrinken dieses Experiment auf den Bereich des sichtbaren Lichts, d.h. den Wellenléingen-
bereich 400nm < A < 700nm, entsprechend Quantenenergien E im Bereich 3,1eV > E > 1,4€V.



2.2 Lambert -Beer -Gesetz

Die optischen Absorptionseigenschaften sind nicht nur cha-

rakteristisch fiir eine Substanz, sondern geben auch Aus- 1)

kunft iiber ihre Konzentration in einem Substanzgemisch 1o(1) B -

oder einer Losung. Den quantitativen Zusammenhang be- e \Kl'ivette

schreibt das Lambert -Beer -Gesetz. ‘ mit

Ein monochromatischer Lichtstrahl mit der Eingangsinten- d Inhalt
g

sitéit 10 falle auf die Schichtdicke d der verdiinnten Lésung
einer Substanz in einem Losungsmittel, das im interessie- Abbildung ~ 8.4:
renden Spektralbereich selbst nicht absorbieren moge, siehe

Abb. R4l

Prinzipskizze zum
Lambert-Beer-Gesetz

Fiir die Restintensitit I(d) des Lichtstrahls hinter der Schichtdicke d gilt

I(d) =1y - e (o = linearer Absorptionskoeffizient in cm™1). (8.3)

(siche auch Versuch #10 Ionisierende Strahlung, Gl. (?7?))
In der Spektralphotometrie wird nun nicht dieses exponentielle Absorptionsgesetz selbst benutzt, son-
dern seine auf dekadische Exponenten umformulierte Variante, das

Lambert — Beer — Gesetz I(d) = Iy - 107=Ned (8.4)
1

bzw. lg—=—¢(A\)-c-d. (8.5)
Iy

Dabei ist () der von der Lichtwellenléinge abhéingige molare Extinktionskoeffizient. e(\) — oder meist
einfach: £ — hat die Einheit [¢] = [ - mol *em™!, und ist als Stoffkonstante fiir zahlreiche Substanzen
tabelliert. ¢ ist die molare Konzentration der absorbierenden Substanz in mTOl

In diesem Zusammenhang werden folgende wichtigen Definitionen physikalischer Begriffe in der Spek-

tralphotometrie benétigtﬂ

e Die Lichtdurchlissigkeit der Probe, die sog. Transmission T = %

e Die Lichtabsorption in der Probe, die sog. Extinktion F, die in Anlehnung an die englischspra-
chige Fachliteratur auch als optische Dichte A (englisch: absorbance) bezeichnet wird.

o Es gilt (als alternative Formulierung des Lambert-Beer-Gesetzes)

1
A:E:lgTO:—lgTzs()\)-d-c (8.6)

Die Transmission T" wird in der Praxis normalerweise in % angegeben. Dadurch wird eine modifizierte
Definition der Extinktion E (= optische Dichte = absorbance A) zweckméfBig:
Da T und E nach im wesentlichen nur noch von der Konzentration abhéngen, gilt bei dieser
Schreibweise der Extinktion
E=2—-1gT[%]. (8.7)
2Die Bezeichnungen und Definitionen fiir d, T, F und I sind in der Literatur leider nicht einheitlich. Die in Gl.
bis angegebenen Bezeichnungskonventionen sind besonders weit verbreitet!




2.3 Giiltigkeitsbereich des Lambert -Beer -Gesetzes

Unter wohldefinierten Messbedingungen (bzgl. Temperatur, Losungsmittel, py -Wert ... ) und nicht
zu hoher Konzentration ist € nur von der absorbierenden Substanz und der Wellenléinge A abhéngig,
nicht aber von der Konzentration ¢ und der Schichtdicke d.

Im konkreten Fall muss dies empirisch ermittelt werden durch Uberpriifung, ob die Extinktion FE, bei
festgehaltener Wellenlénge A als Funktion von ¢ aufgetragen, eine Gerade mit der Steigung ¢ - d ergibt.
Die lineare Lambert -Beer -Beziechung E = £(\) - d - ¢ gilt nur fiir: (8.6))

(a) monochromatisches Licht, d.h. fiir eine wohldefinierte Wellenldnge A und

(b) verdiinnte Losungen.

Der maximal zuldssige Konzentrationsgrad muss empirisch fiir jedes Stoff/Lésungsmittel -System ein-
zeln ermittelt werden. Bei hoheren Konzentrationen des absorbierenden Stoffes treten immer Abwei-
chungen vom linearen Zusammenhang zwischen F und c auf.

Die molare Extinktion € wird dann aufgrund von Wechselwirkungen zwischen den Teilchen der ab-
sorbierenden Substanz und wegen Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel selbst konzentrations-
abhingig.

Das Lambert -Beer -Gesetz wird benutzt, um unbekannte Konzentrationen einer lichtabsorbierenden
Substanz in einer Probe zu bestimmen.

Bei bekannter Schichtdicke d wird die Extinktion E(\) mit dem Spektralphotometer gemessen, und
dann unter Verwendung tabellierter bzw. vorher anderweitig bestimmter € -Werte die Konzentration

c= E(f)d bestimmt.

3 Chemische Grundlagen[|

Das Massenwirkungsgesetz beschreibt die Dissoziation schwacher Sduren oder Basen in einem Lésungs-
mittel. Bei der Dissoziation &ndern sich die Auftretenshiufigkeiten der verschiedenen Bindungszusténde,
d.h. die Konzentrationen der beteiligten Molekeln und Ionen. Dadurch dndert sich das optische Ab-
sorptionsverhalten der Probe als Funktion der Wellenlédnge, die Losung zeigt eine andere Farbe als die
ungeltste Substanz.

So ist z.B. das oft als py -Indikator benutzte Phenolphthalein eine schwache Sdure mit farblosen un-
dissoziierten Molekiilen, aber rot gefarbten Anionen im dissoziierten Zustand.

Der pp -Bereich, in dem ein schwacher Elektrolyt vom undissoziierten in den dissoziierten Zustand
iibergeht, hangt nur von der Dissoziationskonstanten x der Substanz ab.

Eine schwache einbasige Saure ist dann zu 50% dissoziiert, wenn die Wasserstoff -ionenkonzentration
in der Lésung numerisch gleich ihrer Dissoziationskonstanten « ist.

Fiir eine schwache einsiurige Base gilt entsprechend, dass sie zu 50% dissoziiert ist, wenn die OH
-Ionenkonzentration in der Lésung gleich ihrer Dissoziationskonstanten K ist.

1.0 0.0
. . . . o ] ‘ _1 -a
Abbildung 8.5: Dissoziationsgrad « bzw. (1 — «) als Funk- 1 I
tion von py — pK4. 0.5 0.5
« dndert sich wesentlich nur in einem engen Bereich von et- . =
was mehr als 2 py - Einheiten. Bei a = 0,5 gilt lg72~ =0 ] B
und py = px bzw. [HT] = K. )
PH-PK
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3Fiir iiber den Rahmen dieses Praktikums hinausgehende Informationen siehe z.B.: Houben - Weyl, Methoden der
organischen Chemie, Bd. III 2, Georg Thieme Verlag, Stuttgart. G. Geiseler (Hrsg.), Ausgewiihlte physikalische Methoden
der organischen Chemie, Bd. II, Akademie -Verlag Berlin. W. Finkelnburg, Einfithrung in die Atomphysik, Springer -
Verlag, Berlin/Heidelberg., Massenwirkungsgesetz

4Nach G. Kortiim, Lehrbuch der Elektrochemie, Diederichsche Verlagsbuchhandlung, Wiesbaden, und K. Rast, Indi-
katoren und Reagenzpapiere, in Houben -Weyl, Methoden der organischen Chemie Bd. III / 2, Georg Thieme Verlag,



Fiir hinreichend verdiinnte Losungen ist die Konzentration eines Anions I~ abhéngig von der Gesamt-
konzentration ¢ der Substanz, der Ht -Tonenkonzentration (bzw. der H3O" -Ionenkonzentration) in
der Losung und von der Dissoziationskonstanten K des Lésungsgleichgewichts{ﬂ HI < H"+ 1.
K ist durch das Massenwirkungsgesetz gegeben:

[H][I"]

K="Fm (8.8)

[H*], [I7] und [HI] sollen dabei molare Konzentrationen angeben. Der Dissoziationsgrad « ist definiert
als der Bruchteil der Substanz (der Sdure), der in Ionen zerlegt ist:

I~ HI
a:u und 1—oz:u (8.9)
c c
in (8.8) eingesetzt ergibt
HT H* K
ko Hec [HMa, =K __a (8.10)

1-a)e (1-a Ht 1-«

oder logarithmiert:

a
lgK —1g[H"] =1 . 8.11
g glH™] =lgT—— (8.11)
Mit Benutzung der Definition des py -Werts: py = —lg[H "] und mit —lg K = px folgt
—px +1g—— (8.12)
P =pk +lgT—— :

Nach Gln. bis ist die Konzentration des farbigen Anions proportional zu «. Da diese das
Lichtabsorptionsverhalten bestimmt, kommt es zu einem Farbumschlag in der Losung, wenn der pgy
-Wert den durch die Dissoziationskonstante K vorgegebenen Wert iiber - oder unterschreitet.

Der Farbumschlag von ausgewihlten Indikatorlosungen kann sowohl zur (groben) py -Bestimmung
mit blofem Auge, als auch zur photometrischen Prizisionsbestimmung von Substanzkonzentrationen
in Losungen und Dissoziationskonstanten eingesetzt werden.

4 Das Spektralphotometer
4.1 Aufbau eines Spektralphotometers

Ein Spektralphotometer dient der quantitativen Untersuchung der optischen Absorptionseigenschaf-
ten von Probekorpern iiber einen grofleren Spektralbereich. Das schrinkt die Verwendbarkeit von
tiblichen optischen Abbildungssystemen aus Glaslinsen erheblich ein, weil deren Reflektions - und
Absorptionseigenschaften iiber den interessierenden Wellenléingenbereich in nicht hinreichend kontrol-
lierbarer Weise variieren.

Statt dessen werden vorzugsweise Systeme aus Oberflichenspiegeln und Reflektionsgittern eingesetzt,
die solche Probleme vermeiden.

Sehr verbreitet sind als sogenannte Czerny -Turner -Anordnung aufgebaute Spektralphotometer (siehe
Abb. , wie das hier benutzte Modell S 105 von WPA:

FEine Wolframfadenlampe als breitbandige Gliihlichtquelle beleuchtet einen Spalt, der sich in der Bren-
nebene eines 1. Hohlspiegels befindet. Das parallele Ausgangslichtbiindel des Hohlspiegels beleuchtet
ein ebenes Reflektionsgitter, das schwenkbar gelagert und mit einer in Wellenldngen eichbaren Anzei-
geskala gekoppelt ist.

Die unter einem Winkel ¢, zur nullten Beugungsordnung austretende m-te Beugungsordnung des
vom Gitter reflektierten Lichts (normalerweise m= 1, um Mehrdeutigkeiten zu minimieren) wird durch

Stuttgart.
®Siche dazu auch Elektrolytische Leiter.



einen 2. Hohlspiegel auf einen in dessen Brennebene befindlichen Ausgangsspalt konzentriert.

Hinter diesem Spalt befindet sich wahlweise die Kiivette mit der spektrometrisch zu unter -suchenden

Probe oder eine Referenzkiivette. Dahinter wiederum ist ein breitbandiger Photodetektor mit Verstéarker
und Anzeige angeordnet.

Durch Schwenken des Gitters gegen die Lichteinfallsrichtung &ndert sich der wirksame Spaltabstand

(die sog. Gitterkonstante) g, so dass der Winkel ¢, sich veréindert, unter dem fiir gegebene Wellenlénge

A das Beugungsmaximum der m-ten Beugungsordnung auftritt. Umgekehrt, bei festgehaltenem Ab-

lenkwinkel ¢, bewirkt das Schwenken des Gitters eine Verschiebung der Wellenldnge A, bei der das

Beugungsmaximum auftritt.

Damit veréndert sich der Wellenldngenbereich A\, fiir den Licht vom Beleuchtungsspalt durch den

Ausgangsspalt auf die Kiivette mit der zu untersuchenden Probe trifft.

Das hier eingesetzte Spektrometer erlaubt, mit einer spektralen Auflésung von ungefdhr A\ = 5nm

den Spektralbereich 380nm < A < 920nm in der 1. Beugungsordnung abzutasterﬁ Wie aus Abb.
ersichtlich, &ndert sich die Intensitéit der Lichtquelle des Spektralphotometers tiber den Wellenldngen-

bereich 380nm < A < 920nm um etwa einen Faktor 20.

d . . . L Wolframfadenlampe )
variabler Messverstarker mit Anzeigeinstrument mit ellipt. Reflektor
Photodetektor % @‘
\j +
Kiivette
Reflektionsgitter, schwenkbar
g~! = 1200 Striche/mm ]
Ausgangsspalt | [ Eingangsspalt
100pm breit (255nm) A 100pm breit
NN
(920 nm) FAEN D
Ebert- A\
Winkel
o=10° '
\_ Konkavspiege )

Abbildung 8.6: Mafstébliches Schema eines Spektralphotometers in Czerny -Turner -Anordnung (ca.
70% der natiirlichen Gréfie) mit 2 metallischen Hohlspiegeln als abbildendem System und einem ebe-
nen Reflektionsgitter. Das Gitter ist zur Wellenldngeneinstellung um eine senkrecht zur Zeichenebene
liegende Achse schwenkbar”.

SDieser Bereich ist grofer als eine ,,Oktave“. Es sollte darum am langwelligen Ende des Spektralbereichs fiir A > 760 nm
aufler der erwiinschten (m = 1)-Ordnung auch Beugungslicht der unerwiinschten (m = 2). Beugungsordnung von Licht
mit 380nm < A < 460nm den Detektor erreichen. Durch geeignete Formung der Flanken der Gitterspalte, den sog.
Blaze (engl.) des Beugungsgitters, kann diese stérende Zweideutigkeit verhindert werden.

"Gerite anderer Hersteller benutzen z.B. ebene Oberflichenspiegel und ein konkav gekriimmtes Reflektionsgitter bzw.
zusétzlich einen Strahlteiler, welcher dann die gleichzeitige Absorptionsmessung an der Probe und einer Referenzkiivet-
te erlaubt. Die ganze Anordnung befindet sich in einem lichtdichten Geh&use. Interne Abschirmungen zwischen den
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Abbildung 8.7: Relative Strahlungsintensitit ei-
ner Wolframfadenlampe als Funktion der Wel-
lenlinge A im Arbeitsbereich 380nm < A <
920nm) des hier benutzten Spektralphotometers
fiir zwei verschiedene Betriebstemperaturen T
des Gliihfadens (siche Plancksches Strahlungsge-
setz). T = 2840°K entspricht dem Arbeitspunkt
iiblicher Wolframfaden -Referenzlichtquellen. Die
Lichtquelle des Spektralphotometers wird zur
Erhohung der Lampenlebensdauer mit niedrigerer
Temperatur (7' ~ 2640°K) betrieben.

Ahnliches gilt auf der Detektorseite (siche Abb. . Die resultierende starke Variation des Pho-
todetektorsignals mit der Wellenléinge erfordert einen grofien Verstdrkungsregelbereich im Signal-
verstérker des Spektralphotometers. Es wird unmittelbar einsichtig, dass fiir jede neue Wellenldngen-
einstellung die Signalverstirkung des Spektralphotometers durch sorgfiltige Einstellung des T' = 100%
-Werts ((F = 0) -Werts) mittels einer Referenzkiivette neu justiert werden muss.

4.2 Anwendungsbereiche der Spektralphotometrie

e Qualitative Identifizierung einer Probe durch Messung des Absorptionsspektrums als Funktion
der Wellenlénge.

e Konzentrationsbestimmung mittels Eichkurve bzw. Vergleich mit bekanntem Extinktionskoeffi-
zienten (bei bekannter Probensubstanz).

e Reaktionskinetische Untersuchungen durch Beobachtung der zeitlichen Anderung der Konzen-

tration einer absorbierenden Probensubstanz.

relative
spektrale
Empfind-
lichkeit

uv._ Bereichdes ' Infrarot
! sichtbaren Lichts '
100% . : 100%
| : Cds : |
80 1 ! 4 80
60 1 : Ge 160
40 A H . 4 40
g q 'AgOCs : i
20 A 1 ) 420
1 1 Arbeitsbereich \::\ 1
0% T T T ™ 0%
200nm 400nm 600nm 800nm Tpm

Lichtwellenlénge A

Komponenten sind der Ubersicht halber nicht mitgezeichnet.

Abbildung 8.8: Relative spektrale Empfindlich-
keiten dreier typischer Photodetektoren, wie sie
in Spektralphotometern eingesetzt werden: ei-
ne AgOCs-Photokathode (Typ S1), eine CdS-
Photozelle, und eine Ge-Flichenphotodiode®.

8Nach: Philips-Valvo: Handbuch Fotovervielfacher bzw. Handbuch Fotoelektronische Bauelemente.
Anmerkung: Si-Photodioden sind erst neuerdings im Bereich unterhalb A = 600 nm hinreichend lichtempfindlich. Sie
werden daher als breitbandige Photodetektoren fiir Spektralphotometrie erst selten eingesetzt.



5 Versuchsdurchfiihrung
5.1 Bedienung des WPA S105 -Spektalphotometers

Gerét einschalten (Netzschalter hinten) und 5 bis 10 Minuten aufwéirmen lassen.

Es werden Standard 10mm -Rechteckkiivetten aus Kunststoff benutzt - die durchsichtigen Seiten nach
vorn bzw. hinten! Bereits geringfiigige, kaum sichtbare Verschmutzungen der Oberflichen verfilschen
die Messergebnisse. Arbeiten Sie daher immer mit grofiter Sorgfalt und Sauberkeit. Achten Sie darauf,
nichts vom Inhalt der Probekiivetten zu verschiitten!

Vorsichtigwird die Kiivette mit der zu untersuchenden
PROBELOSUNG IN DAS LINKE FACH des Kiivettenschachts eingesetzt,
die zur Einstellung des (T' = 100%)-Werts ((E = 0) -Werts) dienende Kiivette mit einer
REFERENZLOSUNG IN DAS RECHTE FACH. Zur Abschirmung gegen stérendes Streulicht wird der
Kiivettenschacht mit dem zugehdrigen Deckel abgedeckt.

Bei der Durchfithrung der Messung verlangt die im Messgeréit eingebaute Elektronik die Einhaltung
einer bestimmten Reihenfolge der Bedienungsschritte. Davon abweichende Reihenfolgen fithren leicht
zu vollig unbrauchbaren Messergebnissen!

5.2 Halbautomatischer Betrieb (Standardbetrieb)

1. Den Drehknopf des GAIN -Potentiometers ganz nach links drehen, so dass er in Stellung AUTOM
mit einem Klick einrastet. Bedienen Sie diesen Schalter mit ,, Feingefiihl“!

2. Wellenlédnge fiir den gew#hlten Messpunkt einstellen.

3. Drehschalter CUVETTE auf der Frontplatte in Stellung REF bringen und abwarten, bis die
eingebaute Logik das Geriit automatisch auf T'= 100% einstellt.

4. Drehschalter CUVETTE auf der Frontplatte in Stellung TEST bringen.
5. Transmission 7" bzw. , Absorbance* A = (Extinktion F) am Messinstrument ablesen.

6. Punkte 2 bis 5 nach Bedarf bei gednderter Wellenlénge oder Probe wiederholen.

5.3 Bestimmung des Absorptionsspektrums einer Indikatorlésung

Die optischen Absorptionsspektren von Proben einer gepufferten Indikatorlésung sind als Funktion
der Wellenlénge fiir den Bereich 400nm < A < 700 nm aufzunehmen. Die Wellenldngen -Schrittweite
ist 25 nm, bei Bedarf auch enger. Die am Arbeitsplatz vorgehaltenen Kiivetten enthalten jeweils die-
selbe Indikatorsubstanz, z.B.: Methylrot -Na bei gleicher Konzentration ¢ = 0, 1 m‘?"l, gelost in 0, 1mT°1
Pufferlésung (Phosphatpuffer fiir neutrale Losung {py = 7,0}, Acetatpuffer fiir saure Losungen). Die
Kiivetten unterscheiden sich jedoch im eingestellten py -Wert, der jeweils an den Kiivetten angegeben

ist (typisch bei Methylrot -Na: pg = 4,5; 6,0und 7, 0).

Achten Sie darauf, dass die Kiivetten mindestens 25 mm hoch gefiillt, aulen sauber und die Indika-
torlésungen nicht triibe sind!

Eventuell wird statt Methylrot auch Bromthymolblau oder Alizarinrot verwendet.

e Tabellieren Sie die aufgenommenen Transmissionswerte 7' [%] zu den jeweils eingestellten Wel-
lenléngen fiir alle fiir diesen Versuchsteil vorgesehenen Proben. Zeichnen Sie sorgfiltig die Spek-
tren der Transmission T’ als Funktion von A, am besten auf mm -Papier. -Sie bendtigen den
genauen Kurvenverlauf fiir die Auswertung.



e Welche Riickschliisse lassen sich aus den Messkurven iiber die Farbung der dissoziierten bzw.
nichtdissoziierten Losungsbestandteile entnehmen?

e Bei welchen Wellenléngen finden Sie Absorptionsmaxima?

e Bei dieser Substanz wird eine Molekiildissoziation beobachtet. Zu erkennen ist dies daran, dass
in den gemessenen Spektren eine Wellenldnge auftritt, bei der die Transmission unabhéngig
vom ppg -Wert ist. Diese besondere Wellenldnge ist der sog. isosbestische Punkt. - Bei welcher
Wellenlénge ist fiir diese Indikatorlosung der isosbestische Punkt zu finden?

e FEine weitere Kiivette enthélt dieselbe Indikatorsubstanz, jedoch in unbekannter Konzentration.
Bestimmen Sie diese durch Messung der Transmission am isosbestischen Punkt!

6 Stichworte zur Vorbereitung

Grundbegriffe: Frequenz, Winkelfrequenz, Wellenldnge, Ausbreitungsgeschwindig-
keit, Beziehungen zwischen diesen Grofien, Beziehung zwischen Wel-
lenamplitude und Intensitéit, Ebene Welle (mitsamt Wellenglei-
chung), linear polarisiertes Licht.

Grundlagen der Atomphysik: Atommodelle, Energie und Wellenléinge von Photonen, Ubergiinge
in Atombhiillen, Entstehung von Spektrallinien.

Weiterfiithrende Informationen wie Massenwirkungsgesetz, chemisches Gleichgewicht, Reaktionsgleich-
gewicht, Dissoziation von Sduren und Basen, pg -Wert etc. finden sich vornehmlich im allgemein
theoretischen Einfithrungsteil von Lehrbiichern der Chemie.
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