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INSTRUKCJA

do ¢wiczenia
Okreslenie przyblizonej zawartosci etanolu w benzynie
na podstawie widm Ramana

I. Czg$¢ teoretyczna, wstep do metody

Spektroskopia Ramana
W spektroskopii Ramana wykorzystuje sie zjawisko polegajace na rozpraszaniu
promieniowania przez probke.
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Schemat 1. Typy pasm w widmie rozproszenia ramanowskiego.

Poddajac analizie widmo Ramana uzyskuje si¢ trzy podstawowe rodzaje pasm
rozproszeniowych (Rysunek 1). Pierwszym z nich jest tzw. pasmo Rayleigha. Powstaje ono
w przypadku, gdy fotony padajacej wigzki promieniowania o czgstosci vo nie s3 dopasowane
do poziomow energetycznych badanej czasteczki. Zjawisko, podczas ktorego molekuta
poddana oddzialywaniu z promieniowaniem wraca do swojego poczatkowego poziomu
energetycznego, zwane jest klasycznym rozproszeniem Rayleigha. Jest to rodzaj
tzw. elastycznego rozpraszania wigzki promieniowania i jest zwigzane z zachowaniem energii
fotonu. Kolejnym rodzajem sg pasma stokesowskie. Ich powstawanie jest zwigzane
Z przeniesieniem czasteczki na wyzszy poziom oscylacyjny w pordéwnaniu do poziomu
poczatkowego po kontakcie z promieniowaniem. Foton, ulegajacy rozproszeniu podczas tego

przejScia charakteryzuje si¢ energia mniejsza o warto§¢ odpowiadajagcg rdznicy energii



poziomow oscylacyjnych hv. W takim przypadku dochodzi do przekazania energii z fotonu na
molekule i w konsekwencji do absorpcji promieniowania, zwigzanej z obnizeniem jego

czestosci z jednoczesnym zwigkszeniem dtugosci fali.
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Rysunek 1. Schemat powstawania pasm w widmie Ramana.

Ostatnim rodzajem sa pasma antystokesowskie. Powstaja one w sytuacji, gdy
molekuta znajdowata si¢ na wzbudzonym poziomie oscylacyjnym przed oddzialywaniem
Z promieniowaniem. Kontakt z wigzka monochromatyczng przenosi ja na zerowy poziom
oscylacyjny. Energia fotonu, ktory ulega rozproszeniu po kontakcie z probka zostaje
zwigkszona o réznice energii poziomow oscylacyjnych hv, dochodzi do przekazania energii
z molekuly na foton, zwigkszenia czesto§ci promieniowania przy jednoczesnym spadku
dhugosci fali, co wigze si¢ z emisjg promieniowania.

Wymienione wyzej pasma tworza charakterystyczny obraz widma. Pasmo Rayleigha,
znajdujace si¢ w srodkowej czesci wykresu, posiada najwigksza czgstotliwos¢, duze wartosci
natezenia, a dlugos¢ jego fali odpowiada dlugosci fali wzbudzajacej. Pasma stokesowskie,
znajdujace si¢ po jednej ze stron wzgledem pasma Rayleigha, posiadajg nizsze czestotliwosci
oraz wigksze dlugosci fali, za§ antystokesowskie charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami
czestotliwosci 1 mniejszymi dtugosci fali, majg swoje miejsce po stronie przeciwnej do pasm
stokesowskich w odniesieniu do maksimum Rayleigha.

Jako Zrédlo promieniowania we wspolczesnych spektrometrach Ramana wykorzystuje
si¢ lasery (Tabela 1), o emitowanej dtugosci fali od zakresu ultrafioletu, $wiatta widzialnego

po podczerwien (spektrometry fourierowskie).



Tabela 1. Typy laserow.

Typ lasera | Dlugos$¢ emitowanej fali [nm]
Ar 452-515

HeNe 632,8

Nd*":szkto | 1060

Nd**:YAG | 1064

W przeciwienstwie do widm w podczerwieni, w ktoérych najbardziej intensywne sg pasma
drgan grup polarnych, w widmie Ramana silne sg przede wszystkim drgania pochodzace
od niepolarnych, homojadrowych ugrupowan, takich jak C=C a takze symetrycznych drgan
rozciaggajacych np. pierscieni aromatycznych. Duzg zaleta spektroskopii Ramana jest brak
koniecznosci specjalnego przygotowania probki do pomiaréw oraz tatwe rejestrowanie widm
w zakresie dalekiej podczerwieni, co nie jest juz takie proste w przypadku spektroskopii IR.
Niektore spektrometry ramanowskie sg rozbudowane o mikroskop konfokalny,
co umozliwia analizowanie sktadu niejednorodnych probek z duzg rozdzielczo$cia konfokalng
siggajaca 2 um (Rysunek 2). Zastosowanie zautomatyzowanego stolika mikroskopowego
umozliwia wykonanie tzw. mapowania (rejestracja mapy zaznaczonego obszaru) czy tez
profilowania glebokosciowego (mapowanie w glab probek) dla probek niejednorodnych
(np. tabletka, powloki ochronne zol-zelowe). Innym do$§¢ waznym ograniczeniem
spektroskopii rozproszenia ramanowskiego jest wystepujaca fluorescencja badanych
materiatdéw, a takze punktowe wypalanie si¢ probki w miejscu na ktére pada wigzka.
W pierwszym przypadku mozemy zmieni¢ lini¢ lasera a w drugim nalezy zredukowa¢ moc

lasera na probce.
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Rysunek 2. Schemat ideologiczny mikroskopii konfokalnej.



W mikroskopie konfokalnym wygenerowana wigzka $wiatla laserowego zostaje
przepuszczona przez pinhole wejsciowy, czego wynikiem jest powstanie §wietlnego punktu
na badanej probce. Nastepnie przechodzi ona przez ptytke $wiattodzielaca (ang. beamsplitter).
Jej zadaniem jest cze$ciowe przepuszczanie i odbijanie padajacej wigzki. Obiektyw
umozliwia zogniskowanie promieniowania na malym obszarze badanej probki w obrebie
ptaszczyzny ogniskowej soczewki. Swiatto, ulegajace rozproszeniu w kontakcie z probka
zostaje zebrane przez obiektyw i przekazane dalej na beamsplitter, od ktorego odbija si¢
W stron¢ wyjsciowego pinhole. Szczelina ta odpowiedzialna jest za oddzielenie sygnatu spoza
poziomu ogniskowej obiektywu, czyli za konfokalno$¢ calego uktadu. Nastepie §wiatto trafia

do detektora.
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Rysunek 3. Schemat ideowy spektrometru sprzezonego z mikroskopem ramanowskim.

W przypadku mikroskopu ramanowskiego (Rysunek 3) wigzka promieniowania musi
zosta¢ poddana monochromatyzacji. W tym celu przechodzi ona w pierwszej kolejnosci przez
filtr (pasmowy lub interferencyjny). Nastgpnie zostaje przekierowana przez wejSciowa
szczeling konfokalng, po czym trafia na rozdzielacz wigzki, od ktorego si¢ odbija. Odbita
W ten sposob przechodzi nastepnie przez obiektyw i probke, na ktorej dochodzi do jej
wstecznego rozproszenia, zebrania jej przez obiektyw i powrotu na rozdzielacz. W nastepnej
kolejnosci trafia na filtr notch. Stuzy on do pozbycia si¢ wigzki wzbudzajace;j,
a w konsekwencji do eliminacji pasma Rayleigha. Z filtru notch przechodzi przez soczewki
do wyjsciowego pinhole i dalej trafia na siatke dyfrakcyjna, stanowiagca element dyspersyjny
monochromatora. Monochromator ma za zadanie rozszczepienie §wiatla i umozliwienie

wydzielenie z calego jego spektrum fragmentu docelowego. Sktada si¢ on z dwdch przeston



konfokalnych (wejsciowej 1 wyjsciowej), pomiedzy ktorymi znajduje si¢ siatka dyfrakcyjna.
Przestony te maja swoje role — wejsciowa odpowiada za geometri¢ wigzki, wyjSciowa
determinuje zdolno$¢ rozdzielcza uktadu monochromatora. Na koniec wigzka trafia do
detektora. Detektorem moze by¢ fotopowielacz, zmieniajacy strumien fotondw na impulsy
elektryczne, jednak najczesciej stosowane sg tzw. detektory CCD (ang. charge coupled
device, urzadzenie sprzezonego tadowania). Sprzet ten zbudowany jest z elementow
swiattoczutych, rejestrujacych i umozliwiajacych odczytanie sygnatu elektrycznego. Sygnat
ten jest proporcjonalny do ilosci $wiatta padajacego na detektor. U podstaw dziatania
detektora CCD lezy zjawisko fotoelektryczne wybicia nos$nikow tadunku z materiatu
spowodowane oddzialywaniem z fotonem.

Dodatkowym wyposazeniem spektrometrow ramanowskich jest transformata Fouriera.
Ich kluczowym elementem jest tzw. interferometr Michelsona, sktadajacy si¢ z beamsplittera
(rozdzielacza wigzki) oraz dwoch ustawionych pod katem prostym w stosunku do siebie
luster — jednego nieruchomego i jednego ruchomego, zwanego skanerem. Zwierciadto
ruchome porusza si¢ w trakcie pomiaru, co powoduje zmiang w roznicy drég optycznych
w czasie. Podczas przechodzenia przez rozdzielacz promieniowanie dzielone jest na dwie,
prostopadte do siebie wigzki, charakteryzujace si¢ jednakowymi warto§ciami nat¢zenia. Jedna
z nich zostaje przekazana do lustra nieruchomego, gdzie nastepuje jej rozproszenie, druga zas
do zwierciadta ruchomego, na ktorym dochodzi do jej odbicia. Obie wigzki ponownie
przechodza przez beamsplitter, dochodzi do ich interferencji, po czym, juz jako jedna wigzka
zostaja przekazane do dalszych elementow uktadu. Wynikiem pomiaru jest interferogram,
ukazujacy zaleznos¢ zmiany intensywnosci sygnalu wzgledem czasu, jednak w celu
otrzymania wtasciwego widma niezbedne jest przetworzenie go z domeny czasu na domeng
czestosci. Pomiar za pomoca spektrometru fourierowskiego charakteryzuje si¢ krotszym
czasem pomiaru w poroéwnaniu do zwyklego spektrometru Ramana, poniewaz widmo
rejestrowane jest catosciowo. Dodatkowg zaleta jest zniwelowanie straty natezenia, ktore

maja miejsce podczas analizy za pomocg spektrometréw dyspersyjnych.

Zastosowanie spektroskopii IR i Ramana
- badanie pigmentow w dzietach sztuki;

- analizy na lotniskach, chemia sagdowa;

- archeologia;

- nieinwazyjne metody pozwalajace na pomiary in Situ i in vivo.



I1. Pomiary:

Oznaczenie zwartoSci etanolu w benzynie bedzie wykonane metodg dodawania
wzorca, ktorym bedzie czysty etanol. Zawartos¢ etanolu bedzie sledzona poprzez pomiar
intensywnosci wybranego pasma ramanowskiego, pochodzgcego od drgan czgsteczek etanolu.

1. Do kuwety pomiarowej wla¢ 500 pL (0,500 cm?®) badanej benzyny i zmierzyé widmo
Ramana. Zapisa¢ widmo pod taka sama nazwg jak nazwa probki benzyny (np.: B1, B2
itd.).

2. Zapisa¢ w sprawozdaniu nazw¢ i objetos¢ (w uL) probki benzyny. Objetos¢ wpisaé
réwniez do catej kolumny Vs w tabeli.

3. Do kuwety z benzyna doda¢ 50 pL (0,050 cm?®) etanolu i wymiesza¢ ostroznie
bagietka. Zmierzy¢ widmo Ramana i zapisa¢ pod nazwg zlozong z nazwy benzyny i
calkowitej objetosci dodanego alkoholu (np. B2-050). Wpisa¢ do zamieszczonej w
sprawozdaniu tabeli nazwe widma, objetos¢ dodanego etanolu Ve (w uL), objetosé
catkowitg probki Vc (w plL) oraz procent objetosciowy etanolu (%0E). Ten pomiar
bedzie dalej oznaczany jako (1).

4. Powtorzy¢ czterokrotnie czynnosci opisane w punkcie 3. Kolejne zmierzone widma
zapisywa¢ jako B2-100, B2-150; B2-200, B2-250. Wpisywa¢ do tabeli nazwy widm,
objetosci catkowite VE, objetosci catkowite probki Vc oraz stgzenia etanolu %e. Te
pomiary be¢dg dalej oznaczane jako (n).

5. Porowna¢ na ekranie widmo czystej benzyny z dostarczonym widmem czystego
etanolu 1 wybra¢ pasmo specyficzne dla benzyny (najlepiej intensywne pasmo lezace
w zakresie gdzie nie ma intensywnych pasm etanolu) oraz dla etanolu (tam gdzie
prawie nie ma pasm benzyny).Wpisa¢ do sprawozdania potozenia tych pasm w cm,

6. Ustali¢ granice catkowania pasm wybranych w punkcie 5 i wpisa¢ je do sprawozdania.

7. Wyznaczy¢ integralne intensywnosci powyzszych pasm w zmierzonych widmach od
(1) do (n), poprzez catkowanie powierzchni pod pasmami w ustalonych poprzednio
granicach. Uzyskane warto$ci zapisa¢ odpowiednio w tabeli w kolumnach g oraz le.

I1. Analiza wynikéw pomiardw:

Intensywnos¢ rozpraszania ramanowskiego zalezy od wielu czynnikow, jak: warunki
wzbudzenia, stezenia roztworow, absorpcja promieniowania wzbudzajgcego oraz
rozproszonego przez badany roztwor i inne. Z powyiszych powodow nalezy dokonac
odpowiedniej korekty intensywnosci pasma etanolu na przyktad wzgledem pasma benzyny
traktowanego, jako wzorzec wewnetrzny. Przedtem jednak trzeba skorygowac
intensywnos¢ pasma benzyny ze wzgledu na jej rozcienczanie przez dodawany etanol.
Obydwie korekty sq przeprowadzane dla drugiego i nastepnych pomiarow (n), wzgledem
pierwszego pomiaru (1).

1. Skorygowac¢ zmierzone intensywnosci pasma benzyny ze wzgledu na rozcienczanie
etanolem. Intensywnosci 1s8(n) nalezy pomnozy¢ przez catkowita objetos¢ n-tej probki

Vc(n) i podzieli¢ przez catkowitg objeto$¢ pierwszej probki Ve(1):

IKs(n) = Is(n) * Vc(n)/ Vc(1)

Obliczone warto$ci skorygowanych intensywnos$ci pasma benzyny 1Ks(n) wpisa¢ do
tabeli. Dla pierwszego pomiaru 1Kgs(1) = Is(1).

2. Skorygowac¢ zmierzone intensywnosci pasma etanolu wzgledem skorygowanych
intensywnos$ci pasma benzyny IKg(n). Intensywnosci le(n) nalezy pomnozy¢ przez
intensywno$¢ pasma benzyny w pierwszym pomiarze lg(1) i podzieli¢ przez



skorygowang intensywnos¢ benzyny dla danego pomiaru 1Kg(n):
IKe(n) = lg(n) * Is(1) / IKg(N)

Obliczone wartosci 1Kg(n) wpisa¢ do tabeli. Dla pierwszego pomiaru 1Kg(1) = Ig(2).

3. Sporzadzi¢ wykres IKe (0§ rzednych, pionowa) wzgledem %ok (0§ odcigtych,
pozioma). Poprowadzi¢ lini¢ trendu i przedtuzy¢ ja az do przecigcia si¢ z osia
odcietych (przecigcie powinno wypas¢ po ujemnej stronie osi odcigtych). Odczytaé
warto$¢ bezwzgledna %e W punkcie przecigcia osi odcietych z linig trendu i wpisaé
do sprawozdania, jako wynik koncowy oznaczenia zawartos$ci etanolu w benzynie.
Wykres dolaczy¢ do sprawozdania.

UWAGA! Do obliczen i sporzadzenia wykresu mozna wykorzysta¢ arkusz kalkulacyjny (np.
Excel). Wyznaczajac komputerowo lini¢ trendu, mozna wlgczy¢ pokazanie rownania tej linii,
a Z niego wyliczy¢ procent etanolu, przyjmujac y=0.

Zagadnienia do kolokwium:

1. Zjawisko powstawania klasycznego widma Ramana. Reguty wyboru.

2. Schemat spektrometru ramanowskiego i funkcje kazdego elementu.

3. Jakie sg zalety spektroskopii ramanowskiej w poréwnaniu do spektroskopii IR?
4. Metoda ‘dodatku wzorca’.

5. Omoéwic réznice migdzy fluorescencja a fosforescencja (Diagram Jablonskiego).

UWAGA!
Przed ¢wiczeniami prosze si¢ zastanowié: czy dodaje sie alkoholu/alkoholi do produktow

naftowych? Jesli tak, to w jakim celu? Czy sg jakies$ przepisy normujace to?
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Nazwiska wykonawcow ¢wiczenia Data wykonania ¢wiczenia

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooo

1. Wstep teoretyczny
2. Krotki opis przebiegu ¢wiczenia (metoda pomiaru, obrobka widm i schemat obliczen)

......................................................................................
......................................................................................
.....................................................................................
....................................................................................

3. Nazwa probki benzyny ............... Objetos¢ probki benzyny [uL].........
Polozenia pasm wybranych do pomiaru intensywnosci: (potozenie maksiméw pasm) [cm]:

benzyna......... etanol .........
Zakresy calkowania pasm wybranych do pomiaru intensywnos$ci [em™]:

benzyna: od ......... do......... etanolod ......... do.........

4. Wyniki pomiarow i obliczenia

Nazwa widma Vs VE Vc %E Is le IKs IKe
Wykryta zawartos$¢ alkoholu w benzynie [% obj.]: ..............
4. Whnioski

UWAGA! Do sprawozdania nalezy dotaczy¢ wykres, z ktorego zostat odczytany wynik
koncowy oraz widma Ramana roztworow lub ich natozenia w celu porownania (samodzielnie
narysowane) z zaznaczonymi pasmami markerowymi.



