WYZNACZENIE STALEJ DYSOCJACJI BLEKITU BROMOTYMOLOWEGO METODA
SPEKTROFOTOMETRYCZNA

WSTEP

Spektrofotometria jest technikg pomiarowa polegajaca na ilo§ciowym pomiarze transmisji lub
absorbancji $wiatta przez probke. Stanowi glowne narzedzie spektroskopii absorpcyjnej i odbiciowej
w bliskim nadfiolecie i $wietle widzialnym, a dawniej rowniez w podczerwieni, znajdujac szerokie
zastosowanie w chemii analitycznej, biologii, medycynie i badaniach materiatowych.

Typowe spektrofotometry UV-VIS (rys.1) umozliwiajg pomiar w calym zakresie $wiatta widzialnego
oraz bliskim nadfiolecie, a wigc w przedziale 180-1100 nm. Zakres nadfioletu dalekiego
(prézniowego) jest zwykle pomijany, gdyz wystepuje wowczas absorpcja promieniowania przez
powietrze i wymagane jest stosowanie spektrofotometrow prozniowych. Niektore spektrofotometry
umozliwiajg pomiar w zakresie fal krotszych, az do 165 nm, oraz bliskiej podczerwieni az do 3000
nm.

Podstawowymi elementami typowego spektrofotometru sg: zrodto Swiatla, monochromator, miejsce
umieszczenia probki i wzorca (w przypadku probek ciektych i gazowych stosuje si¢ kuwety
pomiarowe) oraz fotodetektor.

Zrédlo promieniowania
Zwykle stosuje si¢ zrodta promieniowania cigglego, przy czym w zakresie:
» do 380/400 nm stosuje si¢ lampy wodorowe lub deuterowe,
» natomiast w zakresie od 350/380 stosuje si¢ lampy wolframowe lub wolframowo-
halogenowe.
» Niekiedy stosuje si¢ rowniez wysokoci$nieniowe ksenonowe lampy tukowe, obejmujace caty
zakres UV-VIS.
Wprowadza si¢ takze przestrajalne lasery barwnikowe, ktore zwiekszaja zdolno$¢ rozdzielcza
i czuto$¢ pomiarow.

Monochromator i inne elementy systemu optycznego

Do wydzielenia wiasciwego pasma z szerokiego zakresu spektralnego zrddla stosuje sie
monochromatory. Monochromator sktada si¢ z elementu dyspersyjnego (rozszczepiajacego) oraz
szczeliny. Szczelina wejsciowa wydziela wigzke kierowang na element dyspersyjny, szczelina
wyj$ciowa wycina wlasciwe pasmo z rozszczepionego widma. Elementem dyspersyjnym moze by¢
pryzmat kwarcowy lub siatka dyfrakcyjna. Wadg pryzmatu jest to, ze dyspersja nie jest rtOwnomierna
w calym zakresie widma, przez co szeroko$¢ pasma przy ustalonej szerokosci szczeliny zalezy od
dhugosci fali. W przypadku siatek dyfrakcyjnych zwykle stosuje si¢ siatki odbiciowe, ktore cechujg
si¢ wydajnosciag optyczng wicksza niz siatki transmisyjne. Czgsto stosuje si¢ uktad kilku
monochromatorow, w ktérym wigzke rozdziela si¢ wstgpnie za pomocg pryzmatu lub siatki matej
rozdzielczosci (tzw. premonochromatora). W sktad monochromatora wchodzi tez kolimator, ktory
zamienia wigzke w wigzke rownolegla; w spektrofotometrach UV-VIS rolg te petnig zwierciadla.

W spektrofotometrach z matryca diodowa rolg klasycznego monochromatora przejmuje
polichromator (patrz rys.1)

Kuweta
W przypadku badania probek cieklych lub gazowych stosuje si¢ kuwety pomiarowe. Kuwety
pomiarowe muszg by¢ starannie wykonane, zapewnia¢ dokladnie znang grubo$¢ warstwy
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absorbujacej, wykazywac¢ odporno$¢ na dziatanie chemikaliow 1 duzg transmisj¢ promieniowania.
Stosuje si¢ gtéwnie kuwety o grubosci 10 mm, spotyka si¢ jednak réwniez kuwety o mniejszej lub
wickszej grubosci. W przypadku badan w nadfiolecie stosuje sie¢ kuwety kwarcowe
lub krzemionkowe, natomiast w $§wietle widzialnym kwarcowe ze szkta optycznego, lub z tworzyw
sztucznych. Stosuje si¢ tez specjalne typy kuwet, na przykiad przeptywowe lub z ptaszczem
wodnym.

Detektory i uklady pomiarowe

Detektor stuzy do zamiany padajgcego promieniowania elektromagnetycznego na sygnat
elektryczny. Glownie stosuje si¢, fotopowielacze i fotodiody potprzewodnikowe lub matryce
diodowe. Sygnat z detektora kierowany jest do uktadu pomiarowego. Stosuje si¢ rowniez uklady
kompensacyjne, w ktorych pomiaru dokonuje si¢ za pomoca obnizenia nat¢zenia wigzki
porownawczej do wielkosci réwnej natezeniu wigzki przechodzacej przez probkg. W
unowoczesnionych spektrofotometrach stosuje si¢ systemy elektroniczne, czgsto sprzezone z
uktadami komputerowymi, petnigcymi réznorakie funkcje w zakresie prezentacji, analizy, obrobki 1
zapisu danych. Zasade dziatania typowego spektrofotometru z pojedynczym detektorem przedstawia
rysunek 1. Budowe spektrofotometru z matryca detekcyjng, matryca diodowa i polichromatorem

przedstawia rysunek 2.
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Rys.1. Schemat konstrukcji spektrofotometru z pojedynczym detektorem $wiatta.
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Rys.2. Schemat konstrukcji spektrofotometru z pojedynczym detektorem §wiatla.
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Barwa

Widzenie barw przez czlowieka zwigzane jest z wrazliwo$cia na promieniowanie
elektromagnetyczne z zakresu $§wiatta widzialnego (ok. 400-700 nm,) specjalnych fotoreceptorow —
precikow 1 czopkéw, umiejscowionych w siatkowce oka. Wbrew pozorom to, jak widzimy
pomarancz¢, nie oznacza, ze€ emituje ona promieniowanie barwy pomaranczowej. Barwnik
pomaranczy pochtania (absorbuje) cate promieniowanie — za wyjatkiem zakresu czgstosci tacznie
postrzeganych jako kolor pomaranczowy wiasnie (rys. 3). W rezultacie oko ludzkie rejestruje tzw.
barwe dopetniajaca obiektu czy substancji.:
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Rys.3. Zakresy falowe promieniowania elektromagnetycznego.

Mechanizm zmiany barwy blekitu bromotymolowego — popularnego wskaznika pH, jest zwigzany z
dysocjacja elektrolityczng tego stabego kwasu, w uproszczeniu:

HA+H,0 < A" +H,O" 1)
Stata dysocjacji opisuje rOwnanie:

« oA

a [H A] (2)
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W roztworach o kwasnym odczynie rownowaga reakcji jest przesunigta w kierunku formy
niezdysocjowanej HA (o barwie zottej, Tabela 1), natomiast w roztworach o odczynie zasadowym —
w kierunku formy zdysocjowanej A (o barwie bigkitnej). Dzigki rdznicy barw migdzy obiema
formami, stala dysocjacji tego kwasu mozna wyznaczy¢é przy pomocy pomiaru sumarycznej
absorpcji roztworéw o roznych warto$ciach pH w zakresie $wiatla widzialnego.

Tabela 1. Zakres dtugosci fal promieniowania widzialnego odpowiadajacego grupom

barwowym.
BARWA SWIATLA ZAKRES DLUGOSCI FALIL nm
fioletowa 380-436
niebieska 436-470
niebieskozielona 470-500
zielonozolta 530-566
z0lta 566-589

pomaranczowa 589-620

Promieniowanie elektromagnetyczne przechodzac przez roztwér o grubosci | i stezeniu ¢ ulega
absorpcji zgodnie z rownaniem:

I =1.e™""° (3)

| — jest nat¢zeniem promieniowana po przejsciu przez roztwor, lo — natezenie promieniowania
padajacego, | — grubo$¢ warstwy absorpcyjnej, € — Stgzenie, kK — wspotczynnikiem proporcjonalnosci.

Miarg absorpcji promieniowania jest absorbancja (A) - wielko$¢ wyrazajgca logarytm stosunku
nat¢zenia $wiatta padajacego lo do nate¢zenia Swiatla przepuszczonego |, definiowana zaleznoscia:

A=log I—° 4

Zgodnie z prawem Lamberta-Beera, warto$¢ absorbancji A roztworu jest proporcjonalna do st¢zenia
substancji absorbujacej ¢ i grubosci warstwy roztworu

A=c¢lc (%)

Przy czym wspoétczynnik proporcjonalnosci € — molowy wspotczynnik absorpcji — okresla absorpcje
roztworu o stezeniu 1 M (mol dm™) przy grubosci warstwy absorbujacej | = 1 cm.

W praktyce zalezno$¢ absorbancji od stezenia jest liniowa tylko w pewnym zakresie. Wynika to w
duzej mierze z nast¢pujacych przyblizen przyjetych przy wyprowadzaniu praw absorpcji:

e czgsteczki absorbujace nie oddziatujg miedzy sobg, nawet przy wzroscie stezenia roztworu;
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e czgsteczki absorbujace sg rozmieszczone w nieabsorbujacym roztworze w ten sposob, ze ich
przekroje czynne nie naktadajg si¢ na siebie 1 nie zmieniajg si¢ przy zmianie st¢zenia
roztworu, grubosci warstwy absorbujacej czy temperatury.

W rzeczywisto$ci, niezaleznie od rodzaju roztworu, przy wyzszych stezeniach mozna spodziewac si¢
odchylen od prawa Lamberta-Beera, wynikajacych z naktadania si¢ przekrojow czynnych czasteczek,
czy z pojawienia si¢ oddzialywan miedzyczasteczkowych (np. stabych sit van der Waalsa). Znaczne
odstepstwa od liniowosci, obserwowane dla zalezno$ci absorpcji od stg¢zenia, wynikaja ze zmian
zachodzacych w roztworze o wyzszym stezeniu. W tych warunkach zwigksza si¢
prawdopodobienstwo tworzenia mi¢dzyczasteczkowych wigzan wodorowych, hydrolizy, hydratacji,
kompleksowania, polimeryzacji i innych proceséw, mogacych zmienia¢ jakosciowo sktad badanego
uktadu. Odchylenia od praw absorpcji moga wynika¢ roéwniez z warunkdw wykonywania pomiaru.
Niestarannie wymieszana probka czy monochromator przepuszczajacy zamiast promieniowania
$cisle monochromatycznego, szerszy zakres promieniowania, rowniez zaburzg wyniki. Przyjmuje sie,
ze najmniejszych odstepstw od praw Lamberta-Beera mozna spodziewac si¢ tak dobierajac stezenie
badanego roztworu, by wartosci absorbancji miescity si¢ w granicach 0,1-1,0.

Jesli w roztworze znajduje si¢ wigcej niz jedna substancja absorbujaca (jak np. w rozwazanym
przyktadzie: zo6tta forma [HA] i bi¢kitna forma [A7]), absorbancja catkowita jest sumg absorbancji

poszczegodlnych sktadnikéw. Dla blekitu bromotymolowego PRAWO ADDYTYWNOSCI
ABSORPCJI mozna zapisa¢ nastepujaco:

A=Au+A =gl-c=(euCu+e,C, )l (6)
W stanie rOwnowagi mamy nastgpujace zaleznosci:

cha = [HA] (7
ca-= [A] 8)
stezenie catkowite:

c =[HA] + [A] 9)

Po wyznaczenie ¢ z rownanie (6) I podstawieniu do réwnania (9) otrzymujemy odpowiednig
zaleznos$¢:

A” E—Epa
6

Ktora podstawiamy do réwnania na stalg dysocjacji (2) i otrzymujemy:

K = [HSO_IA_]z[H30+](€_8HA) (12)

¢ [HA] (e —¢)

A

Co prowadzi do réwnania:

str. 5



log K, =—pH +log (e~ ¢1n) (12)
—&

o
Gdy pH roztworu jest bardzo niskie, mozemy zalozy¢, ze absorbuje wylgcznie forma
niezdysocjowana HA, wobec czego ¢ =~ ena. Analogicznie, dla roztworu silnie zasadowego: ¢ = ¢a..
Majac graniczne parametry eHa Oraz ea- do obliczenia poszukiwanej stalej dysocjacji wystarczy
jedynie wyznaczenie molowego wspotczynnika absorpcji ¢ dla roztworu o znanym pH, przy tej samej
dhugosci fali, dla ktorej otrzymaliSmy parametry ena oraz ga.-.
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CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie statej dysocjacji barwnika biekitu bromotymolowego.

APARATURA
e Pehametr
e Mieszadto magnetyczne
o Komputer
e Spektrofotometr UV-VIS, Biosens 6000

SZKY.O
e Zlewka szeroka — 1 dm?®
e Zlewka waska 25 ml (1szt), 50 ml (1szt)
e Fiolki z zakretkami do przygotowania roztwordéw buforow - 20 ml (6 szt)
e Fiolki bez nakretek do przygotowania roztworéw barwnych - 20 ml (6 szt)
o Pipety:5ml- 2szt; 2ml—1szt;1 ml- 1szt
ODCZYNNIKI

e Roztwor buforowy (RB) — Bufor fosforanowy Brittona-Robinsona:
(0,04M H3PO4 : 0,04M H3BO4 : 0,04M CH3COOH)

e Roztwor blekitu bromotymolowego — 6,41-104 M

e Roztwér NaOH -0,2 M
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WYKONANIE CWICZENIA
W celu wyznaczenia statej dysocjacji btekitu bromotymolowego nalezy:

. Wykona¢ miareczkowanie roztworu buforowego RB za pomocg roztworu NaOH. W tym celu, w
zlewce o objetosci 25 ml umieszczamy 10 ml podstawowego roztworu buforowego, zlewke
umieszczamy na mieszadle magnetycznym, w zlewce umieszczamy mieszadetko oraz zanurzamy
sond¢ pH-metryczng. Po ustabilizowaniu si¢ wskazan miernika odczytujemy wartos¢ pH. Po
pomiarze pH do zlewki dodajemy 2 ml 0,2M NaOH i ponownie odczytujemy wartos¢ pH, nast¢pnie
kontynuujac, dodajemy po 0,5 ml 0,2 NaOH, zapisujac wyniki pomiardw pH, az do osiggnigcia
sumarycznej objetosci 11 ml NaOH. Odczyty wartosci pH Przewidywane wartosci pH w zaleznosci
od dodanej objetosci NaOH przedstawiona w Tabeli 2.

Tabela 2. Proponowane przygotowanie probek do miareczkowania
pH-metrycznego.

Bufor VnaoH (cm3)  pH buforu BARWA
1" 0 1,87 Stomkowo-zotty
2 2,0 2,9 20lty
3 2,5 3,65
4 3,0 4,23
5 3,5 4,62
6 4,0 4,98
7 4,5 54

5,5 6,28 zielony

11 6,5 6,84 turkusowy

12 7,0 7,11

13 7,5 7,45

14 8,0 7,94

16 9,0 8,79

17 9,5 9,07

18 10,0 9,3

19 10,5 9,53

20 11,0 9,75

" Roztwoér podstawowy pobrany bezposrednio z butelki.

2. W nastgpnym etapie, na podstawie wlasnych pomiaréw wybieramy i przygotowujemy 6
roztworow buforowych o okreslonym pH. Sugerowane warto$ci pH zaznaczono w
Tabeli 1. Pipeta nalezy odmierzy¢ do fiolek po 5 cm® roztworu podstawowego (potowa
objetosci z tabeli nr 2), a nastepnie doda¢ do nich odpowiednig objetos¢ 0,2 M NaOH
zgodnie z wynikami wtasnych wczesniejszych pomiarow.

3. W Kkolejnych 6 fiolkach przygotowaé roztwory blgkitu bromotymolowego. Nalezy
odpowiednio pobra¢ po 5 cm?® roztworéw buforowych przygotowanych w pkt 2 i dodaé
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0,2 cm?® wyjsciowego roztworu blekitu o stezeniu 6,41x10* M. Rysunek 4 przedstawia
przyktadowe barwne roztwory uzyskane finalnie.

4. Przygotowane roztwory przelewa¢ do czystych kuwet pomiarowych (nie stawiaé
kuwet na spektrofotometrze).

5. Przy pomocy spektrofotometru nalezy zarejestrowa¢ widma absorpcyjne roztworéw —
zalezno$ci absorbancji roztwordw bigkitu bromotymolowego od dlugosci fali w
zakresie od 350 do 700 nm wzglgdem buforu podstawowego jako odnosnika.

Poprawne wykonanie widm wymaga nastepujacych czynnosci:
a. Wybrac¢ zakres od 350 do 700 nm
b. Dokona¢ kalibracji spektrofotometru za pomocg roztworu podstawowego buforu
jako odnosnika.
c. Wykona¢ 6 pomiarow widm roztworéw barwnika w okreslonym pH w zakresie
od 350 do 700 nm
d. Zapisa¢ wyniki.

Instrukcja szczegélowa znajduje si¢ na koncu opracowania

AVLSIE

b

Rys. 4. Przykladowe barwne roztwory blekitu bromotymolowego w réznych pH.
OPRACOWANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ stgzenie biekitu bromotymolowego w badanych roztworach.
a. Nastepnie, korzystajgc z rownania (5), na podstawie zmierzonych warto$ci absorpcji
A, obliczy¢ molowe wspotczynniki absorpcji ¢ dla kolejnych dtugosci fal A: 350, 370,
390....700 nm.
2. Wykresli¢ zalezno$ci A = f(1) dla wszystkich 6 probek na jednym wykresie.
3. Zilustrowac na jednym wykresie zalezno$¢ ¢ = f(A) dla wszystkich roztworow.
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4. Na podstawie wykresu ¢ = f (L) wybra¢ dlugos¢ fali — nie w maksimum absorpcji i nie w
punkcie izozbestycznym*, np. 540 nm.

(*Punkt izozbestyczny (izozbastyczny) — jest to punkt odpowiadajacy okreslonej
dhlugosci fali powstaty z przeciecia si¢ krzywych wykreslonych w uktadzie
absorbancja-dtugos¢ fali promieniowania elektromagnetycznego, w ktorym obie
formy zwigzku w roztworze (zdysocjowana i niezdysocjowana) maja jednakowe
molowe wspodtczynniki absorpcji i wobec tego zmiana pH jednej z form kosztem
drugiej nie wptywa na zmian¢ jego potozenia. W zaleznosci od wlasciwosci
kwasowo-zasadowych zwigzek moze posiadaé¢ wiele punktow izozbestycznych.
Dla jednoprotonowego kwasu dysocjujgcego zgodnie z rownaniem: HA = A~ +
H* w ukfadzie absorbancja-dlugos¢ fali obserwowaé bedziemy jeden punkt
izozbestyczny. Dla n-protonowego kwasu obserwowac bedziemy n punktow
izozbestycznych. Na podstawie punktu izozbestycznego, znajac molowy
wspotczynnik absorpcji (ekstynkcji) oznaczanego sktadnika, mozemy stosujac
prawo Lamberta-Beera wyznaczy¢ jego stezenie.)

5. Dla wybranej dtugosci fali obliczy¢ state dysocjacji Ka dla roztworow od 2-5, korzystajac ze
rownania (12). Na podstawie uzyskanych wartosci statej Ka obliczy¢ $rednig warto$¢ statej

dysocjacji biekitu bromotymolowego oraz $rednie odchylenie standardowe wartosci statej K.

6. Porownac¢ uzyskany wynik z wartoscig literaturowa, skomentowa¢ ewentualne roznice.
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Instrukcja obstugi spektofotometru

a.

Uruchomi¢ komputer i spektrofotometr (spektrofotometr powinien by¢
wigczony co najmniej 15 min przed pomiarami w celu wygrzania/stabilizacji
pracy lampy)

Uruchomi¢ aplikacje UV-Analyst - skrét znajduje si¢ na pulpicie.

Po uruchomieniu upewni¢ si¢ ze komputer nawigzal polaczenie ze
spektrofotometrem. (na panelu spektrofotometru powinien by¢ wyswietlony
komunikat a w lewym gérnym rogu, w pasku aplikacji powinna by¢ aktywna
czerwona ikonka *)

W komorze spektrofotometru umiesci¢ kuwete z buforem podstawowym,
wybraé¢ zakres pomiarowy od 350 do 700 nm i dokona¢ kalibracji linii zerowej
na ten roztwor (patrz rysunek 5)

UV-Vis Analyst - [Wave-1]
Y
% File Edit View UV-Photometer Auto-Sample Scan Settings Compute Window Help

<3 = Gy | /B B|¥ LinkSpectrophotometer b S Exe<a | izl
Reset Spectrophotometer 5 "
Escape } ad } \
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Locate 656.1nm
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Scan Setup X
Set Unit ;
1 Scan Range
&~ Turn on/off W lamp | [ L
i F
v Turn on/off D2 lamp : i Cancel
““““ D2/W Switch Point To |350
Comm hub setup Scan'Step
Enable Internal Keypad
Step | 0.5nm v
Change Password o
Precision |10 ~ | normal
Serial No

Rys. 5. Fragmenty panelu aplikacji UV-Analyst. Wybor zakresu pomiarowego i wykonanie
kalibracji linii bazowej.

e.

Po kalibracji linii bazowej, umieszcza¢ w uchwycie spektrofotometru kuwety z
kolejnymi roztworami barwnika w buforze o odpowiednim pH. Zarejestrowac
widma 6 roztworow (zgodnie ze wskazowkami z rysunek 6).

Po zakonczeniu pomiaréw zapisa¢ pliki z wynikami. Wyptuka¢ kuwety
pomiarowe woda, osuszy¢. Wyltaczy¢ program, i komputer. Spektrofotometr
wylacza prowadzacy!!!
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POLITECHNIKA POZNANSKA

ZAKLAD CHEMII FIZYCZNE]
CWICZENIA PRACOWNII CHEMII FIZYCZNEJ

« UV-Vis Analyst - [Wave-1]
ﬁ File Edit View UV-Photometer Auto-Sample Scan Settings Compute Window Help

A | HP2OP|+—xANAA|RITA
\ Sample-1

!

/.

Rys. 6. Uruchomienie rejestracji widma i zapis danych na dysk.
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Opracowanie studenta powinno zawiera¢ nagldowek w postaci tabeli, ktorej wzor umieszczono
ponizej, ze stosownymi informacjami.

Kierunek
Studia niestacjonarne/stacjonarne

Nr grupy:

Nr zespotu: .............

Nr ¢wiczenia:

Nazwisko Prowadzgcego:

1. Temat éwiczenia:

2. Cel éwiczenia:

3. Wstep teoretyczny (2 strony)

4. Pomiary:
5. Obliczenia:
6. Wykresy:

7. Whnioski:
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