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

III. Spektrofotometryczne oznaczenie substancji barwne;j.
IV. Wyznaczenie molowego wspoélczynnika absorpcji.

Aparatura: spektrofotometr

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

Odczynniki:

1. zielen bromokrezolowa st¢zenie =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,
biekit bromofenolowy stezenie =10 mg%, m.cz. = 670 g/mol

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

Podstawa bezposredniego oznaczenia ilosciowego substancji barwnych jest absorpcja
Swiatta w zakresie widzialnym, wykazywana przez ich wodne roztwory. Widma absorpcyjne
wielu substancji np. wskaznikoéw alkacymetrycznych zaleza od pH $rodowiska. Wynika to
z rownowagi form protonizowanej 1 nieprotonizowanej, z ktorej kazda ma inne widmo
absorpcji. W celu oznaczenia zawarto$ci takich substancji w analizowanej probce, nalezy
wykresli¢ widma kazdej z nich przy réznych wartos$ciach pH i1 wybra¢ takie srodowisko,
w ktorym widmo charakteryzuje si¢ wyraznie zaznaczonym maksimum absorpcji 1 dlugos¢ fali
przy ktorej molowy wspodtczynnik absorpcji posiada najwigksza warto$c.

Ad.L II.

1. Przygotowanie prob zerowych.

Do trzech kolbek miarowych o pojemnosci 50 mL doda¢ po 2,5 mL kolejnych roztworow
buforowych 1 uzupehi¢ woda do kreski.

2. Do trzech kolbek miarowych o pojemnosci 50 mL doda¢ po 2,5 mL kolejnych roztworow
buforowych, po 10 ml roztwordw substancji barwnej i uzupetni¢ wodg do kreski. Po doktadnym
wymieszaniu zawarto$ci kolbek zmierzy¢ absorbancje roztworow wobec roztworow
odpowiednich prob zerowych w zakresie od 400 nm do 800 nm. Na podstawie uzyskanych
wykresow wybra¢ bufor o odpowiednim pH i analityczng dtugos$¢ fali, przy ktorej bedzie
oznaczana substancja barwna.

Na podstawie wykresu zaleznosci A = f (A) dla ...
w Srodowisku o pH = ............. , wybrana analityczna dlugos¢ fali wynosi Amax = .....nm.
Punkt izozbestyczny (dtugos¢ fali, dla ktorej absorbancja roztworu substancji badanej nie
zalezy od pH roztworu) wystgpuje przy A = .... nm.



Ad.III, TV.

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

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

Tabela 1.

Ip. Obj. roztworu Stezenie subst. | Stezenie subst. Absorbancja
WZOrcowego barwne;j barwne;j A
[mL] [mg%] [mmol/1]
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3. Obliczenia.

a). Na podstawie rOwnania prostej zaleznosci A=f(c) obliczy¢ stezenie substancji
barwnej w otrzymanej do analizy probce.

b). Obliczyé molowy wspotczynnik absorpcji € i wspotczynnik A} Of’m, a nastgpnie
w oparciu o wyliczone wspdtczynniki obliczy¢ zawarto$¢ barwnika w analizowanej probce.
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gdzie:
ci — stezenie i-tego roztworu wzorcowego [mmol/L]
Aj — absorbancja i-tego roztworu wzorcowego
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gdzie:
ci — stezenie i-tego roztworu wzorcowego [mg%]
A — absorbancja i-tego roztworu wzorcowego
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gdzie:
A — absorbancja probki badane;j
2 — wspolezynnik wynikajacy z rozcienczenia
x — zawarto$¢ substancji barwnej w badanej probce [mg]
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gdzie:

A — absorbancja probki badane;j

20 — wspotczynnik wynikajacy z rozcienczenia

M — masa molowa substancji barwnej [g/mol]

x — zawarto$¢ substancji barwnej w badanej probce [mg].



