I. Wplyw pH na widmo absorpcyjne w zakresie widzialnym.
II. Wybér analitycznej dlugosci fali.

I11. Spektrofotometryczne oznaczenie substancji barwnej.
IV. Wyznaczenie molowego wspétczynnika absorpcji.

Aparatura: spektrofotometr

Szklo: kolbki miarowe a’50 mL, pipety: a’10 mL, a’5 mL,
kuwety szklane

Odczynniki:

1. zielen bromokrezolowa stezenie =10 mg%, m.cz. = 698g/mol,
oranz metylowy stezenie =10 mg%, m.cz. = 327g/mol,
czerwien krezolowa stezenie = 8 mg%, m.cz. = 382 g/mol,
blekit bromofenolowy stezenie =10 mg%, m.cz. = 670 g/mol

2. bufor uniwersalny pH =2
bufor uniwersalny pH =5
bufor uniwersalny pH =9

Podstawg bezposredniego oznaczenia ilosciowego substancji barwnych jest absorpcja
$wiatla w zakresie widzialnym, wykazywana przez ich wodne roztwory. Widma absorpcyjne
wielu substancji np. wskaznikow alkacymetrycznych zaleza od pH $rodowiska. Wynika to
z réwnowagi form protonizowanej i nieprotonizowanej, z ktoérej kazda ma inne widmo
absorpcji. W celu oznaczenia zawartosci takich substancji w analizowanej probce, nalezy
wykresli¢c widma kazdej z nich przy réznych wartosciach pH 1 wybra¢ takie $rodowisko,
w ktorym widmo charakteryzuje si¢ wyraznie zaznaczonym maksimum absorpcji i dugosc fali
przy ktorej molowy wspotczynnik absorpcji posiada najwigksza wartosc.

Ad.1, 11,

1. Przygotowanie prob zerowych.

Do trzech kolbek miarowych o pojemnosci 50 mL doda¢ po 2,5 mL kolejnych roztworow
buforowych i uzupetié¢ woda do kreski.

2. Do trzech kolbek miarowych o pojemnosci 50 mL doda¢ po 2,5 mL kolejnych roztworéw
buforowych, po 10 ml roztwordw substancji barwnej i uzupetni¢ woda do kreski. Po doktadnym
wymieszaniu zawarto$ci kolbek zmierzy¢ absorbancje roztworOw wobec roztwordw
odpowiednich prob zerowych w zakresie od 425 nm do 650 nm co 25 nm. Wyniki wpisa¢ do
tabeli nr 1 1 w oparciu o nie wykresli¢c krzywe zaleznosci A = f (A) dla kazdego
z roztworow buforowych. Na podstawie uzyskanych wykreséw wybraé bufor o odpowiednim
pH i analityczng dtugos¢ fali, przy ktorej bedzie oznaczana substancja barwna.



Tabela 1 przedstawia zalezno$¢ absorbancji A od dlugoscifaliidla.................................

0 StEZENIU ... mmol/dm?® w roztworach o réznym pH.
Tabelanr 1.
Alnm] ApH = ApH = ApH =

400

425

650
Na podstawie wykresu zaleznosci A=f(A)dla................ooiiiiii w $rodowisku
opH=........... , wybrana analityczna dlugo$¢ fali wynosi Amax = .....nm.
Punkt izozbestyczny (dtugos¢ fali, dla ktorej absorbancja roztworu substancji badanej nie
zalezy od pH roztworu) dla ...........coooiiiiiiiiiiii wystepuje przy A = .... nm.
Ad.11, V.

1. Sporzadzenie krzywej wzorcowe;j.
Do 6 kolbek miarowych o pojemnosci 50 mL doda¢ kolejno: 0,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0mL
roztworu substancji barwnej oraz 2,5 mL odpowiedniego roztworu buforowego i uzupetnié¢
woda do kreski. Zmierzy¢ absorbancj¢ uzyskanych roztworéw przy analitycznej dtugosci fali.
Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 2 i w oparciu o nie wykresli¢ krzywa zaleznosci A = f (¢).

2. Wykonanie oznaczenia.
Do otrzymanej probki w kolbce miarowej o pojemnosci 50 mL dodaé¢ 2,5 mL odpowiedniego
roztworu buforowego 1 uzupetni¢ woda do kreski. Zmierzy¢ absorbancj¢ otrzymanego roztworu
przy analitycznej dtugosci fali.

Tabela 2.
Ip. Obj. roztworu Stezenie subst. | Stezenie subst. Absorbancja
wzorcowego barwnej barwnej A
[mL] [mg%] [mmol/l]

1. 0

2. 2

3. 4

4. 6

5. 8

6. 10

7. probka badana

3. Obliczenia.

a). Na podstawie wykreslonej krzywej wzorcowej wyznaczy¢ ste¢zenie substancji
barwnej w otrzymanej do analizy probce.



b). Obliczy¢ molowy wspotczynnik absorpcji & i wspotczynnik A% a nastepnie

w oparciu o wyliczone wspolczynniki obliczy¢ zawarto$¢ barwnika w analizowanej probce.
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gdzie:
Ci — stgzenie i-tego roztworu wzorcowego [mmol/L]
Ai — absorbancja i-tego roztworu wzorcowego
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gdzie:
Ci — stezenie i-tego roztworu wzorcowego [mg%]
A — absorbancja i-tego roztworu wzorcowego

~ A-1000
Alem " 2
gdzie:
A — absorbancja probki badanej
2 — wspodtczynnik wynikajacy z rozcienczenia
X — zawarto$¢ substancji barwnej w badanej probce [mg]

X= AO-M -1000

gdzie:

A — absorbancja probki badanej

20 — wspotczynnik wynikajacy z rozcienczenia

M — masa molowa substancji barwnej [g/mol]

X — zawartos¢ substancji barwnej w badanej probce [mg].



