ANALIZA CHEMICZNA I SLADOWA CHC0153L

Cwiczenie 3: Spektrofotometryczne oznaczanie czerwieni fenolowej metoda

dodatku wzorca.

Celem ¢wiczenia jest poznanie wlasciwosci czerwieni fenolowej oraz spektrofotometryczne

oznaczenie jej stezenia w roztworze o nieznanym pH z wykorzystaniem metody dodatku wzorca.

Czerwien fenolowa, fenylosulfoftaleina (Rysunek 1) jest stabym kwasem, ktéry w srodowisku
wodnym istnieje w dwoch formach o réznych barwach. Udziat poszczegdlnych form
w roztworze zalezy od jego pH; w roztworach kwasnych dominuje forma niezdysocjowana
o barwie zoéltopomaranczowej, podczas gdy w roztworach zasadowych wskaznik istnieje gtownie
w formie zdysocjowanej o barwie rézowofioletowej. W zakresie pH 6,8 — 8,4 czerwien fenolowa
wykazuje rézne odcienie zabarwienia posredniego, bedacego mieszaning barw formy kwasowej

i zasadowe;j.
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Rysunek 1. Kwasowa i zasadowa forma czerwieni fenolowe;.

Czerwien fenolowa jest wskaznikiem wykorzystywanym migdzy innymi w biotechnologii do
kontroli procesu hodowli komorek. Nagte zakwaszenie hodowli (zwigzane np. z jej zakazeniem
bakteryjnym) jest sygnalizowane przez =zmian¢ barwy wskaznika z czerwonej na
z6ttopomaranczowy. Czerwien fenolowa znajduje takze zastosowanie (cho¢ coraz rzadziej)
w diagnostyce pracy nerek (proba PSP). Po dozylnym podaniu znanej ilo$ci czerwieni fenolowej
oznacza si¢ spektrofotometrycznie jej stezenie w moczu pacjenta — zbyt wolne usuwanie wskaznika

z krwiobiegu jest objawem stanu chorobowego nerek.



Absorbancja probki (przy danej dtugosci fali) w istotny sposob zalezy od jej odczynu (z wyjatkiem
absorbancji w punkcie izozbestycznym, Wykres 1). Jest to znaczacym utrudnieniem przy probie
oznaczenia czerwieni fenolowej w roztworach o réznych wartosciach pH, gdyz na mierzong
warto$¢ absorbancji wpltywa nie tylko stezenie analitu, ale takze sklad matrycy (kwasy
1 zasady zmieniajace pH roztworu). Rozwigzaniem tego problemu byloby oznaczenie czerwieni
fenolowej metoda krzywej wzorcowej wobec wzorcoéw o takim samym pH (dopasowanie matrycy),

jednakze, wymagaloby to stworzenia wielu serii wzorcéw dla probek o réznych wartosciach pH.
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Wykres 1. Krzywe absorpcji czerwieni fenolowe;j (stezenie wskaznika jest state) w roztworach o réznych odczynach.

W sytuacji gdy nie mozna wykona¢ serii wzorcéw z dopasowaniem matrycy (matryca zbyt ztozona
lub o nieznanym sktadzie) skutecznym rozwigzaniem jest zastosowanie metody dodatku wzorca.
W pierwszym etapie wykonywany jest pomiar absorbancji (Ag) probki o nieznanym st¢zeniu analitu
(co). Nastepnie, do takiej samej probki dodaje si¢ pewna ilos¢ wzorca, ktory powoduje wzrost
stezenia analitu o $cisle okre§long warto$¢ (Ac). Dla probki wzbogaconej w analit takze wykonuje
si¢ pomiar absorbancji (A1, gdzie A; = Ay + AA). Zaktadajac liniowa zalezno$¢ pomiedzy wartoscia

mierzonej absorbancji, a st¢zeniem analitu, jego poczatkowe stezenie (cy) mozna obliczyc
AA _ Ao
Ac Co
wzorca, ktdra pozwala osiagnaé wigksza doktadnos¢ oznaczenia.

z rdwnania: . W praktyce zwykle wykorzystuje si¢ metode wielokrotnego dodatku

1. Badanie wlasciwosci czerwieni fenolowej.

Do kolbek o pojemnosci 25,0 cm® wprowadzi¢ dokfadnie 1,50 ¢cm® roztworu czerwieni fenolowe;j,
2,5 cm® odpowiedniego buforu (pH 3,56; 4,65; 6,68; 7,41; 9,19; 10,01; 12,45) i uzupeti¢ woda
destylowang do kreski. Zarejestrowa¢ krzywe absorpcji przygotowanych roztwordw (zerujac
przyrzad dla wody) w zakresie §wiatla widzialnego co 5 nm. Sporzadzi¢ wykres przedstawiajacy
zmiany absorbancji w zaleznos$ci od dtugosci fali dla roztworéw o réznym pH oraz opisac
charakterystyke spektrofotometryczng czerwieni fenolowej, podajac w formie tabeli: punkty
izozbestyczne (absorbancja i dlugos¢ fali), dtugosci fal, przy ktérych wystepuja maksima absorpcji

dla formy kwasowej 1 zasadowej oraz zakresy pH, w ktorych wystepuje kazda z form.



2. Oznaczenie zawartosci czerwieni fenolowej w probce.

Zawarto$¢ kolby (100,0 cm?®) otrzymanej do analizy nalezy dopeti¢ woda destylowang do kreski.
Do czterech kolbek o pojemnosci 25,0 c¢cm’® wprowadzi¢ doktadnie 5,00 cm® probki,
a nastepnie doda¢ odpowiednio 0, 200, 400 1 600 pl wzorcowego roztworu czerwieni fenolowe;j
o stezeniu 100 pg/cm’. Uzupeti¢ wodg destylowang do kreski i wymiesza¢. Na podstawie barwy
roztworow okresli¢ odczyn probki. Zmierzy¢ absorbancje dla poszczegdlnych roztwordéw przy
A = 445 nm (kwasny odczyn probki) lub A = 558 nm (odczyn obojetny lub zasadowy).

Jako odnos$nika uzy¢ wody destylowane;.

Na podstawie wykonanych pomiaréw przedstawi¢ graficznie zalezno$¢ absorbancji od zmiany
stezenia czerwieni fenolowej w probce. Zalezno$¢ przyblizy¢ funkcja liniowa, na jej podstawie
obliczy¢ stezenie czerwieni fenolowej w probce. Wynikiem oznaczenia jest masa czerwieni

fenolowej (z uwzglgdnieniem niepewnosci pomiaru) w kolbie otrzymanej do analizy.
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Zagadnienia do kartkowki:

Prawa absorpcji.

Absorpcja promieniowania, a barwa zwigzku.

Pojecia: absorbancja, transmitancja, molowy wspotczynnik absorpcji, zakres widzialny
promieniowania, punkt izozbestyczny, chromofor, efekt auksochromowy, efekt batochromowy.
Budowa i zasada dzialania spektrofotometru.

Obliczenia zwigzane z wyznaczaniem st¢zenia metodg pojedynczego dodatku wzorca.



Obliczenie niepewnoS$ci pomiaru

Odchylenie standardowe wyznaczonego stezenia analitu (s¢) nalezy policzy¢ ze wzoru:

_ Sa)?, (Sp)?

s=e(3)+6)
gdzie ¢y to stezenie analitu w probce, a i b to odpowiednio wspotczynnik kierunkowy
1 wspoOtczynnik przesuniecia krzywej zalezno$ci absorbancji od wzrostu stezenia analitu, a warto$ci

sa 1 8p to odchylenia standardowe wspomnianych wspétczynnikow. Wyprowadzenie powyzszej

zalezno$ci zostato przedstawione w literaturze (pozycja [1], rozdziat 26, str. 301).

Sposob obliczenia warto$ci s, 1 s, zostal opisany w literaturze (pozycja [1], rozdziat 8, str.196-199).

Dopuszczalne jest rowniez wykorzystanie funkcji REGLINP w programie MS Excel lub OO Calc.

Wykorzystanie funkcji REGLINP

(na przyktadzie programu Cale w pakiecie OpenOffice, ta sama funkcja jest dostepna w programie Excel pakietu Microsoft Office).

1. W osobnych kolumnach nalezy podac przyrosty ste¢zen czerwieni fenolowej (wyliczone na

podstawie objetosci dodanego wzorca) 1 zmierzone wartosci absorbancji.

2. Zaznaczamy w arkuszu 4 puste komorki (2x2) i klikamy Wstaw — Funkcja. Wyszukujemy

funkcje REGLINP i1 klikamy Dalej. Jako Dane Y nalezy poda¢ warto$ci zmierzonej absorbancji,

jako Dane X warto$ci przyrostow stezen, w polach Typ linowy 1 Parametry wpisujemy dowolna

warto$¢ niezerowq i klikamy OK.

3. We wczesniej zaznaczonych komorkach pojawig si¢ 4 nowe wartosci. Dwie pierwsze, tj. E2, F2,
to odpowiednio wspotczynnik kierunkowy (a) i wspotczynnik przesunigcia (b) krzywej regresji.
Dwie kolejne, tj. E3, F3, to odchylenie standardowe wspotczynnika kierunkowego (sa) i

wspotczynnika przesunigcia (sp).

E2:F3 =] A & = |
A | B | E | SR ———
1 | objetos¢ dodanego przyrost steZenia Zmierzona
wzorca [Jl] czerwieni fenolowe] [mg/l] | absorbancja [j.w.] 0,05575 0,1344

: 0 0 0,138 0001322 0.002592
4 200 0.8 0,176

5 400 1.6 0,221

B 600 24 0,268

ki 800 3.2 0,315




