Podstawowym prawem wykorzystywanym w analizie opartej na metodach optycznych
(spektrometrii) jest prawo Lamberta (zwane tez prawem Lamberta-Beera-Waltera). Chodzi tu o
zalezno$¢ absorbancji A od stgzenia ¢ i grubosci warstwy pochtaniajacej 1:

A= ¢&cl

jesli ¢ wyrazimy w molach/dm® a 1 w cm (w praktyce stosujemy najczesciej kuwety o grubosci
warstwy roztworu absorbujgcego swiatto wynoszgcej 1 cm) to € nosi nazwe molowego
wspolczynnika absorpcji. Stosujac molowy wspotczynnik absorpcji, szukane st¢zenie wyliczamy
w molach/dm’. Wynik w takich jednostkach jest najczesciej pozadany w badaniach typu
poznawczego. Sens fizyczny warto§ci molowego wspdtczynnika — jest to warto$¢ (oczywiscie tylko
hipotetyczna, bo takiej wartosci zaden przyrzad nie zmierzy) absorbancji roztworu o grubosci
warstwy 1 cm i stezeniu 1 mol/dm’.

Dla okreslania stezenia w jednostkach masowych (np. procentach czy ppm) wygodniej jest
stosowac tzw. wlasciwy wspolczynnik absorpcji, zapisywany zazwyczaj jako a; om'”. Jest to
warto$¢ absorbancji roztworu o stezeniu 1% o grubosci warstwy 1 cm. Nie zmienia to oczywiscie w
niczym samego prawa, inne sg tylko warto$ci wspotczynnikow:
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stezenie ¢ wyrazamy wowczas oczywiscie w procentach!

Absorbancja to warto$¢ logarytmu dziesietnego z odwrotnosci transmitancji T, za$ transmitancja to
stosunek natgzenia §wiatta wychodzacego z probki I, do natezenia $wiatta padajacego na probke I, :
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Warto zauwazyc¢, ze dla petnej przepuszczalnosci (brak absorpcji promieniowania I, = I,) A= 0, za$
dla roztworu absorbujacego 90% promieniowania (Iy = 0,11, tylko 10% promieniowania
przechodzi przez probke) A = 1. A=2 oznacza, ze probka pochtongta az 99% §wiatta, a aparat musi
pracowac na podstawie tylko 1% promieniowania wyemitowanego przez zrodto swiatta.

W praktyce ostabienie nat¢zenia promieniowania nastgpuje po przejsciu przez kazdy roztwor,
nawet teoretycznie nie zawierajacy substancji absorbujacych (drobne odbicia i rozproszenia na
Sciankach kuwety, zalamania w czasie przechodzenia przez granice faz (powietrze-scianka kuwety-
roztwor-scianka kuwety-powietrze), obecnos¢ drobnych zanieczyszczen mechanicznych roztworu
(zmetnienie) oraz innych, poza oznaczanym, sktadnikow roztworu, ktore teoretycznie nie absorbujg
swiatla, ale przy duzych stezeniach tez wnoszq swoj udziat w sumaryczna absorbancje).

W zwigzku z tym, zaréwno przy wyznaczaniu krzywej wzorcowej (o tym juz za chwile) jak i
pomiarach musimy stosowac tzw. ,,Slepa probe” lub bardziej prawidtowo - probe odniesienia.

Pomiar absorbancji spowodowanej wytacznie obecno$cia substancji oznaczanej zasadza si¢ na
pomiarze wartosci absorbancji ,,$lepej proby”, czyli proby, ktora jest identyczna z probka badana,
za wyjatkiem obecno$ci w niej substancji badanej (wynik nazwijmy A') i pomiarze absorbancji
probki badanej, czyli (A' + Agx). Odejmujac od wartosci absorbancji probki badanej wartosé
absorbancji ,,$lepej proby” otrzymujemy warto$¢ absorbancji zalezng wytacznie od zawartosci
substancji oznaczanej (Aozn.):



(A"t Aom) - A'= Ao,

Najczes$ciej odbywa sie to tak, ze identyczna wigzka Swiatta przechodzi rownoczes$nie przez probke
badang i ,,$lepa probe” (przyrzady dwuwigzkowe) i aparat mierzy od razu roznice. W aparatach
jednowiagzkowych najpierw przepuszczamy wigzke §wiatta przez ,,$lepa probe”, aparat
»Zapamigtuje” te warto$¢, a nastepnie wymieniamy probke na probke badang i aparat podaje nam
roznice, czyli szukane A,,, Kazda z tych metod ma swoje wady 1 zalety.

Znajac warto$¢ A, (zmierzone), grubo$¢ warstwy absorbujacej (zastosowana kuweta) i
wspotczynnik absorpcji, bez trudu ze wzoréw podanych na poczatku, obliczymy stezenie badanej
substancji w probce mierzonej (w roztworze w kuwecie).

Najwigkszy problem jest z warto$cig wspotczynnika absorpcji. Jego wartos¢ gtownie zalezy od
substancji, ale w do$¢ znacznym stopniu takze mi¢dzy innymi od dlugosci fali stosowanego
promieniowania i oddziatywan migdzyczasteczkowych, a te zalezg posrednio od polarnosci
substancji i rozpuszczalnika, temperatury i st¢zenia.

Poniewaz $wiatlo w spektrokolorymetrach nie jest nigdy monochromatyczne (wigzka sktada si¢ z
fal o nieco roznych dtugosciach — tzw. spektralna szeroko$¢ wiazki, parametr zwigzany z
konkretnym przyrzadem) mozna krotko powiedzie¢, ze wartos¢ wspdtczynnika absorpcji zalezy nie
tylko od badanej substancji, ale takze od tego ezym (aparatura) i w czym (fizykochemiczne
parametry roztworu) oraz w jakiej temperaturze dokonujemy pomiaru.

Jest 1 drugi problem zwigzany z pomiarami kolorymetrycznymi (ogolniej spektroskopowymi) i
prawem Lamberta-Berra. Ze wzoru wynika, ze zalezno$¢ migdzy stezeniem a absorbancjg jest
liniowa (wprost proporcjonalna). W praktyce jest tak tylko wowczas, gdy oddziatywania w
roztworze nie sg zbyt silne, stezenia mierzone nie roznig si¢ zbytnio, promieniowanie jest
monochromatyczne (tego warunku nie spelnia prawi zaden przyrzad) a temperatura pomiaréw stata.
Prawo Lamberta-Beera zostato wyprowadzone przy zaloZeniu monochromatycznosci wigzki
Swiatta, statej temperatury i braku oddziatywan miedzyczasteczkowych — niestety czesto sig o tych
zaloZeniach nie pamigta.

Tak wigc przed przystapieniem do pomiaréw nigdy nie wiemy ani ile doktadnie wynosi w
warunkach pomiaru wspoétczynnik absorpcji ani w jakim zakresie stgzen wolno nam stosowac
zasadg liniowosci zaleznoS$ci absorbancji od st¢zenia. Do wybrnigcia z tych tarapatow shuzy nam
krzywa wzorcowa.

Krzywa wzorcowa pozwala nam stwierdzi¢, czy w interesujagcym nas zakresie st¢zen badanej
substancji obowigzuje prostoliniowa zalezno$¢ absorbancji od stezenia 1 ile wynosi w warunkach
naszego doswiadczenia (pomiarow) warto$¢ wspotczynnika absorpcji.

W celu wyznaczenia krzywej (a wlasciwie prostej :)) wzorcowej przygotowujemy kilka roztworow
zawierajacych rozne - ale dokladnie znane — ilo$ci oznaczanego zwigzku. Sktad tych wzorcowych
roztwordw powinien by¢ taki, jak pozniejsze badane probki (lub przynajmniej bardzo zblizony, bo
czasem doktadnego sktadu roztworu analizowanego nie znamy). Roztwordw przygotowujemy co
najmniej 5, a najczesciej okoto 10. Stezenia w poszczegdlnych roztworach wzorcowych powinny
by¢ tak dobrane, by rownomiernie pokrywaly caty interesujacy nas zakres stezen, a jednoczesnie
tak, by ich absorbancje nie byly mniejsze od 0,1 ani wigksze od 1. Ten zakres warto$ci absorbancji
zalezy w duzej mierze od klasy stosowanego przyrzadu, ale bez wzgledu na przyrzad nie nalezy
schodzi¢ ponizej wartosci 0,1, bo wowczas dos¢ znacznie zwigkszamy btad pomiaru (a tym samym
obnizamy doktadno$¢ oznaczenia).

Warto tu wspomniec 1 o tym, Ze nie nalezy tych roztworéw wzorcowych przygotowywac przez
kolejne rozcienczanie jednego, stezonego roztworu wyjsciowego (co jest niestety powszechnie
stosowang praktyka - czyste lenistwo!), bowiem wowczas ewentualny blad popetniony przy
sporzadzaniu roztworu wyjsciowego przeniesie si¢ na wszystkie roztwory wzorcowe i na wyniki
naszych oznaczen!!



Po sporzadzeniu serii roztworéw wzorcowych o roznych stezeniach oznaczanej substancji
mierzymy ich absorbancje wobec ,,$lepej proby” i na podstawie uzyskanych danych (stezenie (0$ x)
— absorbancja 0§ y)) wyznaczamy przebieg krzywej wzorcowe;j i obliczamy warto$¢ wspotczynnika
absorpcji. Dokonujemy tego przez wyznaczenie réwnania regresji liniowej (arkusz kalkulacyjny).
Warto$¢ wspotczynnika determinacji (R?) okresla nam liniowo$¢ naszych danych (,,zgodno$¢ z
prawem Lamberta-Beera”), powinna by¢ ona rowna co najmniej 0,95 lub wigcej (w zaleznos$ci od
wymagane]j doktadnosci oznaczen). Warto§¢ wspolczynnika regresji (a) to nasz wspotczynnik
absorpcji, za$ warto$¢ b (przecigcie prostej z 0sig y) powinna by¢ bliska 0. Warto$ci ujemne
$wiadczg o btedzie w dos§wiadczeniu, wigksze od zera moga by¢ spowodowane brakiem
prostoliniowos$ci w uktadzie stezenie-absorbancja (lub tez bledem) — tak czy inaczej w przypadku
wartosci b znacznie r6znigcych si¢ od zera (powyzej 0,01) nalezy przeanalizowac sytuacje.

Po stwierdzeniu prostoliniowo$ci w interesujagcym nas zakresie stezen i wyznaczeniu warto$ci
wspotczynnika absorpcji mozemy przystapi¢ do pomiaréw badanych probek — wyznaczenie
absorbancji badanej probki wobec ,,Slepej proby” pozwala z wzoru Lamberta obliczy¢ warto$¢
stezenia ¢ badanego roztworu (tego w kuwecie), a po uwzglednieniu proceséw obrabiania probki
(np. rozcienczenia) zawarto$¢ oznaczanej substancji w badanym materiale.

Jesli w wybranym przez nas zakresie stezen widzimy wyrazny brak prostoliniowosci, zawegzamy
zakres do przedziatu praktycznie prostoliniowego. Czasem dzielimy wiekszy przedzial o
krzywoliniowym przebiegu na dwa o przebiegach praktycznie prostoliniowych i r6znych
wartosciach a 1 b.

Z reguty nie wolno ekstrapolowaé otrzymanego wykresu poza sprawdzony zakres stgzen!

Kiedys (gdy brak komputeréw powodowat, ze obliczanie rownan regresji byto dos¢ ucigzliwe)
krzywa wzorcowa wyznaczano graficznie, tworzac r¢cznie wykres na papierze milimetrowym. Jest
to jednak metoda niejednoznaczna (kazdy sporzadzi nieco inny wykres z tych samych danych!) 1
obarczona ryzykiem do$¢ duzego btedu i z tych powodow nalezy ja wysta¢ do lamusa.

Przyktad wyznaczenia krzywej kalibracji:

Wyznaczenie krzywej kalibracji dla oznaczen substancji w rozpuszczalniku
grubos$¢ warstwy - 1cm
dtugos¢ fali analitycznej — 572 nm

nrkolbki  stezenie A Zaleznos¢ absorbanciji od stezenia
[mol/dm?] 1,200
1 2,10E-004 0,135 1,000 =
2 3,80E-004 0,251
3 5,50E-004 0,348 -
4 7,20E-004 0,476 0,800 Pl
5 8,90E-004 0,562 s
6  1,06E-003 0,694 g 0600
7 1,23E-003 0,782 <
8 1,40E-003 0,891 é’
0,400
9 1,57E-003 1,024
10 1,74E-003 1,122
0,200
molowy wspotczynnik absorpcii al= 643,81 0000 -
przejscie przez 0 — bardzo dobrze = 0,0008 0,00E+000 5,00E-004 1,00E-003 1,50E-003 2,00E-003
liniowo$¢ — bardzo dobra R2 = 0,9991
[mol/dm3]




Ponizej przedstawiono hipotetyczny przebieg krzywej wzorcowej dla substancji nie spetniajacej
zatozen prawa Lamberta — Beera (przebieg poszczegdlnych odcinkdw mocno przejaskrawiono,
w celu wyraznego przedstawienia istoty problemu).

-
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Dla zakresu stgzen od 0 do a mamy przebieg praktycznie prostoliniowy, przechodzacy przez
poczatek uktadu wspotrzednych — pelna zgodno$¢ z prawem Lamberta — Beera.

Dla stezen powyzej b przebieg jest prostoliniowy, lecz o innej warto$ci wspotczynnika absorpcji
1 nie przechodzi on przez poczatek uktadu.

Zakres stezen od a do b jest krzywoliniowy — tu ,,niezgodno$¢” z prawem Lamberta jest nie do
zaakceptowania.

Na tym ,,zbiorczym” wykresie widac¢, jak niebezpieczne jest interpolowanie przebiegu krzywe;j
wzorcowe]j poza zakres sprawdzony doswiadczalnie.

W praktyce poszczegdlne wykresy krzywych wzorcowych zarejestrowanych w odniesieniu do
»slepej proby” wygladatyby nastepujaco:

a) A=¢-c, stezenie wyliczamy z prostego przeksztalcenia wzoru ¢ = A/

A A




b) A=¢gc+t stezenie wyliczamy z wzoru ¢ = (A —t)/€

Tu réwnanie regresji dla krzywej 1 rownanie do obliczania st¢zenia powinniSmy wyznaczy¢
niezaleznie (w pierwszym przypadku za zmienng niezalezna biorac ¢, w drugim przypadku za
zmienng niezalezng biorac A). Stosowany zazwyczaj sposob prostego przeksztalcenia rownania
regresji opisujacego krzywa wzorcowa w rdwnanie obliczania st¢zenia na podstawie wartosci
absorbancji, tak jakby to byto rownanie funkcji a nie regresji, jest formalnie bledem, cho¢ réznice
zazwyczaj s3 niewielkie (ale s3!).

c) Zakres zaleznosci absorbancji od stgzenia (zakres miedzy st¢zeniem a oraz stezeniem b),
w obrebie ktorego nie nalezy przeprowadza¢ analiz
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