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KOLORYMETRIA

Na ¢wiczeniach obowigzuje materiat zawarty w podreczniku:
R. Kocjan ,,Chemia analityczna. Podrecznik dla studentow. Analiza

instrumentalna. Tom 2" —
rozdz. 1.4.2 (str. 21 —23); 5.1 —5.1.4 (str. 56 — 64);
5.5-5.5.5.5(str. 83 — 104)

Spektrofotometria absorpcyjna, ktéra dzieli si¢ na absorpcjometrie¢ w $wietle
widzialnym (kolorymetri¢) oraz absorpcjometri¢ w nadfiolecie i podczerwieni zaliczana jest
do metod optycznych analizy chemiczne;.

Spektrofotometria absorpcyjna w zakresie $wiatta widzialnego (kolorymetria) jest najszerzej
stosowang metodg instrumentalng ze wzgledu na jej duza precyzje, czulo$¢ i1 dostgpnosé
aparatury.

Podstawowym kryterium tej metody jest selektywna absorpcja promieniowania

swietlnego przez roztwoér badanej substancii.
Swiatto widzialne biate sktada si¢ z fal elektromagnetycznych o dtugosciach 380 — 780 nm.
Barwa ciala §wiadczy o tym, ze przepuszcza ono lub absorbuje promieniowanie z zakresu
widzialnego w sposob selektywny. Zabarwienie obserwowane jest dopelnieniem barwy
promieniowania absorbowanego.

Do kolorymetrycznego oznaczania wykorzystuje si¢ barwe wlasng jonu oznaczanego
pierwiastka lub zwigzku, w ktory zostat przeprowadzony w wyniku reakcji. Oznaczenie
kolorymetryczne sktada si¢ z dwoch etapow:




1. otrzymywanie barwnego polaczenia zawierajacego oznaczany pierwiastek

2. wykonanie pomiaru absorpcji roztworu zawierajacego badany zwigzek.
Metoda spektrofotometrii absorpcyjnej mozna oznacza¢ prawie wszystkie pierwiastki w
szerokim zakresie stezen. Zaleta metod kolorymetrycznych jest duza szybkos¢ wykonywania
oznaczen oraz mozliwo$¢ oznaczania bardzo matych ilosci substancji ze stosunkowo duza
doktadnoscia.

Spektrofotometria UV/VIS

Absorpcja promieniowania z zakresu $wiatla widzialnego i ultrafioletu zalezy od
struktury czasteczki. Absorpcja promieniowania powoduje przejscia elektrondéw ze stanow
podstawowych na wyzsze poziomy energetyczne — stany wzbudzone. Promieniowanie
ultrafioletowe jest w stanie powodowal przejscia elektronow wigzan typu ( (wigzania
wielokrotne), a $wiatlo z zakresu widzialnego, niosac jeszcze mniej energii, powoduje
przejscia o jeszcze mniejszej roznicy miedzy stanem podstawowym a wzbudzonym
(sprzezone wigzania wielokrotne).

Jezeli na probke (o grubosci 1) pada promieniowanie monochromatyczne (promieniowanie
o jednej dlugosci fali) o natezeniu I to cze$¢ tego promieniowania zostanie rozproszona I,
czg$¢ zostanie zaabsorbowana I, a cz¢$¢ przejdzie przez badang probke Iy.

I0 = Ia + Ix + IT
Promieniowanie rozproszone jest duzo mniejsze od promieniowania padajacego stad:
Iy=1,+Iy

Stosunek natezenia wigzki promieniowania po przejsciu przez absorbujace srodowisko It do
nat¢zenia wyjsciowego I, wyrazony w procentach nazywamy transmitancja (T = It / ).
Drugim waznym poj¢ciem zwigzanym z pochtanianiem energii promienistej przez substancje
jest pojecie absorbancji (A), ktorg definiujemy jako logarytm dziesigtny z odwrotnosci
transmitancji

W zakresie swiatta widzialnego 1 ultrafioletu efekt absorpcji promieniowania wystepuje tylko
w tych zwigzkach, ktére posiadaja ugrupowania atoméw zawierajace ruchliwe elektrony (,
badz wigzania wielokrotne. W przypadku zwigzkéw absorbujacych $wiatto z zakresu
widzialnego (zwigzki barwne dla oka ludzkiego), w czasteczce musza wystepowac okreslone
ugrupowania atoméw. Nosza one nazwe¢ chromoforu. Chromofor — cze$¢ czasteczki, ktora
jest bezposrednio odpowiedzialna za absorpcj¢ promieniowania (w obrebie, ktorej zachodzi
zjawisko pochtoniecia energii). Przyktadem grup chromoforowych sa: grupa azowa, grupa
nitrowa, pierscienie aromatyczne. Obok grup chromoforowych w czasteczce moga
wystepowa¢ ugrupowania auksochromowe, do ktorych zaliczamy miedzy innymi grupe
aminowg czy hydroksylowa. Sa to podstawniki w czasteczce, ktore same nie absorbuja
promieniowanie promieniowania, ale ich obecno$¢ powoduje wzrost intensywnosci



zabarwienia.

Istnieja dwa podstawowe prawa absorpcji Swiatla, ktore dotycza zalezno$ci natgzenia
swiatla przechodzacego od natezenia $wiatla padajacego, oraz od stezenia warstwy
absorbujacej 1 jej grubosci.

Prawo Lamberta i Beera — istnieje proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem,|

gruboscia warstwy absorbujacej i absorbancja.

( - molowy wspolczynnik absorpcji,
c — stezenie [mol/l],
| — grubo$¢ warstwy [cm].

Prawo addytywnosci — absorbancja jest wielkoscia addytywna tzn. absorbancjal

mieszaniny n skladnikow jest rowna sumie absorbancji poszczegdlnych skladnikéw

Graficznym zapisem zmian absorbancji od dlugosci fali przechodzacej przez roztwor jest
widmo absorpcji.

Spektrofotometria UV/VIS znalazta szerokie zastosowanie w analizie chemicznej. Jednym z
zastosowan jest analiza ilosciowa. W celu wyznaczenia zawartosci (stezenia) dowolnego
zwiazku najlepiej zastosowa¢ metode krzywej wzorcowej. W tym celu nalezy przygotowaé
seri¢ roztworow badanego zwigzku o znanym stezeniu (roztwory wzorcowe). Nastgpnie
wyznaczy¢ analityczng dlugos$¢ fali dla roztworu o najwigkszym stezeniu (dlugos¢ fali, przy
ktoérej absorbancja jest najwigksza) i przy tej dlugosci fali dokona¢ pomiardw absorbancji
roztworOw wzorcowych oraz pomiaru absorbancji badanego roztworu (A,). Na wykresie
zalezno$ci absorbancji od st¢zenia wykresla si¢ prosta i odczytuje z niej stezenie badanego
zwigzku.



Rozwdj spektrofotometrycznych metod oznaczania jest $cisle zwigzany z rozwojem chemii
kompleksow.

Metody spektrofotometryczne z zastosowaniem krzywej wzorcowej sa metodami
poréwnawczymi. Doktadno$¢ ich w duzej mierze zalezy od dokladnego 1 witasciwego
przygotowania roztworow wzorcowych, ktore stuzg do przygotowania serii wzorcow.

KOLORYMETRYCZNE OZNACZANIE Fe(Ill) METODA RODANKOWA

Wykonywane oznaczenie opiera si¢ na powstawaniu krwisto-czerwonego kompleksu
zelaza z rodankiem w $rodowisku kwasnym. W wyniku stopniowego tworzenia si¢
kompleksow w roztworze mogg powstawac zelazowo-rodankowe kompleksy o sktadzie
Fe(SCN)?*, Fe(SCN)*, itd. az do Fe(SCN)>". Stezenie reagentéw i pH srodowiska decyduja,
ktére z kompleksow przewazaja w roztworze. Kompleksy o wyzszym stosunku SCN™:Fe(III)
wykazuja intensywniejsze zabarwienie. Aby otrzymane wyniki byly powtarzalne niezbedne
jest stosowanie duzego nadmiaru rodanku i statego pH ok. 1.

Zabarwienia wodnych komplekséw zelazowo-rodankowych nie sg trwate, co tlumaczy si¢
redukujagcym dziataniem rodankéw na jony Fe(Ill). Nalezy wobec tego pomiary
przeprowadza¢ bezposrednio po przygotowaniu roztworow.

Odczynniki i aparatura:

Specol 11

Rodanek potasowy KSCN o ¢=10%

Kwas azotowy (1:3)

Roztwor podstawowy Fe(IIT) o ¢=1,8-10-3 mol/I (0,1mg/ml)

Wykonanie oznaczenia:

W celu wyznaczenia krzywej wzorcowej nalezy do czterech kolb miarowych o
pojemnos$ci 100 ml oznaczonych numeramil, 2, 3, 4 odmierzy¢ pipeta 1, 2, 3, 4 ml roztworu
podstawowego Fe(Ill). W kolbie oznaczonej X student otrzymuje od asystenta odmierzong
ilos¢ roztworu Fe(III).

Do kazdej kolbki nalezy doda¢ 3 ml kwasu azotowego (1:3) i 5 ml roztworu rodanku
potasowego. Po ustaleniu si¢ zabarwienia roztwory w kolbach uzupeli¢ do kreski woda
destylowana. W kolbce oznaczonej numerem ,,0” przygotowa¢ odnosnik dodajac roztwory
wszystkich odczynnikow z wyjatkiem Fe(III) (tj. 3 ml HNO5 1 5 ml KSCN) i uzupetni¢ do
kreski woda destylowang. Wszystkie roztwory starannie wymieszac.

Kuwete o grubosci I=1 cm napetni¢ roztworem o najwiekszym stezeniu (4), a druga



odnos$nikiem (0) 1 przeprowadzi¢ pomiar absorbancji w zakresie dtugosci fal od 400 nm do
600 nm zmieniajac dtugos¢ fali co 20 nm.

Aby dobra¢ optymalng dlugos¢ fali, przy ktérej ma by¢ wykonywany pomiar
absorbancji, nalezy zna¢ przebieg krzywej absorpcji barwnego kompleksu.

Wyniki pomiardéw absorbancji zamiesci¢ w tabeli.

Dhugos¢ fali [nm] A

400

420

440

460

480

500

520

540

560

580

600

Przy dlugosci fali A, dla ktorej absorbancja ma najwigksza warto$¢ nalezy wykonac
pomiary absorbancji roztwordéw (4, 3, 2, 1, X).

Wyniki zebra¢ w tabeli.

Kolba nr Fe(IIT) mg/ml A

1

W maksimum pasma absorpcji absorbancja A jest wprost proporcjonalna do stezenia
oznaczanego sktadnika (prawo Lamberta-Beera). Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci absorbancji



od stezenia A = f(c) 1 z wykresu odczyta¢ nieznane st¢zenie Fe(Ill) roztworu X.
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SPEKTROFOTOMETRYCZNE BADANIA ZMIAN KRZYWYCH
ABSORPCJI W FUNKCJI pH

Na ¢wiczeniach obowigzuje materiat zawarty w podreczniku:
R. Kocjan ,, Chemia analityczna. Podrecznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 2" —
rozdz. 1.4.2 (str. 21 —23); 5.1 —5.1.4 (str. 56 — 64);
5.5-5.5.5.5 (str. 83 — 104)

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkow chemicznych jest Scisle zwigzana z ich parametrami
fizykochemicznymi. Decyduja one bowiem o szybkosci wchtaniania, dystrybucji,
biotransformacji w organizmie oraz przebiegu zmian st¢zenia metabolitow w ptynach
ustrojowych, tkankach.

Prawdopodobienstwo dotarcia leku do miejsca receptorowego jest zalezne w znacznej mierze
od rownowagi kwasowo-zasadowej.

Wigkszo$¢ zwiagzkow biologicznie czynnych nalezy do grupy stabych elektrolitow
ulegajacych w roztworach wodnych czgsciowej dysocjacji elektrolitycznej, a ich losy w
organizmie sg szczegoOlnie uzaleznione od wartosci statej dysocjacji K 1 pH $rodowiska, w
ktérym si¢ znajduja.

Wartos¢ pH srodowiska zmienia bowiem w zasadniczy sposob stopien jonizacji zwigzkow i
ich rozpuszczalnos¢, a co za tym idzie dostgpnos¢ biologiczna.

Zatem wyznaczenie parametru pK zwigzkow biologicznie czynnych ma na celu oceng
wlasciwos$ci kwasowo-zasadowych potencjalnych lekow.

Wiadomo, ze indykatory pod wplywem réznych warto$ci pH zmieniaja zabarwienie, co
powoduje zmiany w widmie absorpcji danego zwigzku przy jego przejsciu z formy
niezdysocjowanej w form¢ zdysocjowang.

Zwiazki bedace stabymi kwasami lub zasadami, mogg zmienia¢ swojg absorbancje w
nadfiolecie w zalezno$ci od wystepowania zwigzku w formie zdysocjowanej lub
niezdysocjowanej. Zjawisko zmian absorpcji roztworéw pod wptywem zmian pH wystepujace
dos$¢ czgsto, moze by¢ wykorzystane do wyznaczania statych dysocjacji stabych, a nawet
bardzo stabych kwaséw 1 zasad. Zwiazki, ktérych state dysocjacji mozna wyznaczy¢
spektrofotometrycznie, muszg jednak speinia¢ okreslone warunki tzn. charakteryzowac sie
odpowiednio duzymi warto§ciami wspotczynnikow absorpcji, oraz duzymi réznicami widm
absorpcji formy zdysocjowanej i niezdysocjowane;.

Krzywe absorpcji tych dwoch form przecinajg si¢ w tzw. punkcie izozbestycznym.



Punkt izozbestyczny jest to punkt (przy okreslonej diugosci fali), w ktorym obie formy
(zdysocjowana i niezdysocjowana) maja jednakowe molowe wspotczynniki absorpcji 1 wobec
tego zmiana pH S$rodowiska st¢zenia jednej z form kosztem drugiej nie wplywa na zmiang
jego potozenia.

Aldehyd p-hydroksybenzoesowy jest stabym kwasem organicznym i dysocjuje wg
roéwnania:

Przy niskich wartosciach pH zwiazek wystepuje tylko w formie kwasowej, przy wysokich
wartosciach pH — w formie anionowej (zasadowej), wobec czego w tych zakresach widma nie
zaleza od pH. Widma absorpcyjne zmieniaja si¢ tylko w obszarze bliskim pK, co
wykorzystuje si¢ do wyznaczania pK metoda spektrofotometryczna.

Azeby utrzymac state 1 znane pH podczas wykreslania krzywych absorpcyjnych
mieszanin obu form, pomiary dokonuje si¢ w odpowiednio dobranym roztworze buforowym.
Dtugosci fal dogodne do obliczen wybiera si¢ w ten sposob, aby lezaty one w zakresie widma,
w ktorym przy niewielkiej zmianie pH wystepuja duze zmiany absorpcji (nie za blisko punktu
izozbestycznego), a rownoczesnie, zeby w danym przedziale krzywe nie byly zbyt strome.

W celu obliczenia warto$ci pK stosuje sie rownania wywodzace si¢ ze stalej rownowagi.

Roéwnania 1 1 2 stosuje si¢ wowczas, gdy grupa funkcyjng jest grupa kwasowa. Gdy
grupa funkcyjna ma charakter zasadowy stosuje si¢ rownanie 3 i 4.



J

A, — absorbancja formy niezjonizowanej

A — absorbancja mieszanin

WYZNACZNIE pK NA PRZYKEADZIE ALDEHYDU
p-HYDROKSYBENZOESOWEGO

A; — absorbancja formy zjonizowanej

Pomiary przeprowadzono na spektrofotometrze dwuwigzkowym UV-VIS PYE-4.

1. Przygotowano roztwory o wlasciwym st¢zeniu i odpowiednim pH wg tabeli:

Numer kolby

Kolby 25 ml 1 2 3 4 5 6 7
ml roztw.aldehydu 1 1 1 1 1 1 1
c=1-10" mol/l
ml bufory - 2 2 2 2 2 2
pH - 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0
ml HCI 2,5 - - - - - -
¢=0,1 mol/l
ml KCI - 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
c¢=0,1mol/l
pH roztworow po
wymieszaniu
Wszystkie kolbki uzupelni¢ woda destylowana do kreski, wymiesza¢, wykresli¢ krzywe

absorpcji.




Odczytane z widma wartos$ci absorpcji przy dtugosci fali........ nm zebrano w tabeli.

C=Cconst. =...ceeeeee. NM =..ceeeeee.

Lp. pH A AL A

pK

1.

Obliczenia wykonano wg wzoru.................

Obliczona $rednia warto$¢ pK aldehydu p-hydroksybenzoesowego wynosi:




