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ZADANIE 1.
Spektrofotometria UV-VIS
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Na rysunku pokazano widma absorpcji wodnych roztworéw dwdch aminokwaséw fenylo-
alaniny (krzywa 1) i tyrozyny (krzywa 2). Roztwér fenyloalaniny ma stezenie 100 pug-mL ™,
widmo zarejestrowano w kuwecie o dlugosci drogi optycznej 50,0 mm. Stezenie roztworu
tyrozyny wynosi 50 pg-mL ™, za$ dhugos¢ drogi optycznej kuwety to 10,0 mm.

Korzystajac z danych odczytanych z rysunku wykonaj nastepujace polecenia:

1. Wyznacz analityczne dlugosci fali dla kazdej substancji

2. Dla wybranych dlugosci fali oblicz molowe wspotczynniki absorpcji oraz absorpcje wila-
sciwe

3. Czy wybrane dhugosci fali sa odpowiednie do oznaczania stezenia tych aminokwasow
w ich mieszaninie? Odpowiedz uzasadnij

4. Zakladajac porownywalne st¢zenia obydwu aminokwasow podaj, jakie moze by¢ ich mak-
symalne stezenie w mieszaninie, aby absorbancja w zakresie 250 — 270 nm dla roztworu
zmierzonego w kuwecie o dlugosci drogi optycznej 1 cm, nie byta wigksza od 1.

5. Jaka transmitancje (przepuszczalno$¢) bedzie miat roztwor o stezeniu 20 ug-mL_1 tyrozyny
130 ug-mLﬁ1 alaniny przy dtugosci fali 263 nm, jesli dokonano pomiaru w kuwecie o dtu-
gosci drogi optycznej 2 cm?
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ZADANIE 2.
Metoda dodatku wzorca

Dla wielu analitycznych metod instrumentalnych istnieje prosta zalezno$¢ miedzy steze-
niem analizowanej substancji, cy, a rejestrowanym sygnatem analitycznym, | (np. natezeniem
pradu, absorbancja w spektrofotometrii itp.):

I=S-c,

gdzie S jest wspotczynnikiem proporcjonalno$ci, charakterystycznym dla zastosowanej meto-
dy i analizowanej substancji. Doktadna warto$¢ wspdtczynnika S czesto nie jest znana. Poza
tym, dla prébek ztozonych, np. srodowiskowych, na warto§¢ S moze wplywaé obecnos¢ in-
nych sktadnikow obecnych w probce. W rezultacie mierzony sygnat analityczny, |, moze za-
leze¢ nie tylko od stezenia badanego sktadnika o stg¢zeniu Cy, ale i od ogolnego sktadu probki.
Dlatego wyznaczenie st¢zenia badanego sktadnika probki, cy, wymaga przeprowadzenia tzw.
procedury kalibracyjnej. Jedng z takich procedur jest metoda dodatku wzorca. Pomiar sygnatu
analitycznego przeprowadza si¢ dwukrotnie. Pierwszy pomiar (sygnat |;) dotyczy oryginalnej
probki. Nastepnie do objetosci V probki dodaje si¢ porcje (o objetosci V) wzorcowego roz-
tworu analizowanej substancji o znanym stezeniu, Cy; i przeprowadza drugi pomiar (sygnat
).

Polecenia:

a) Wyprowadz rownanie wigzace nieznane stezenie analizowanej substancji, Cx, W probce, ze
znanymi wartosciami ly, I, V, Cy 1 V.

b) Stezenie jondw Cu®* w pewnej probce wyznaczano metodg spektrofotometryczng, wyko-
rzystujac tworzenie barwnego kompleksu dodanego odczynnika z jonami Cu®*. Zastoso-
wano metod¢ dodatku wzorca. W pierwotne] probce zmierzona absorbancja wynosila
0,435. Po dodaniu do 10 cm® probki 1 cm® wzorcowego roztworu jonéw Cu* o stezeniu
103 mol/dm?®, zmierzona warto$¢ absorbancji wyniosta 0,726. Oblicz stezenie jonow Cu?*
w badanej prébcee.

ZADANIE 3.
Absorpcja promieniowania elektromagnetycznego

Kuwete o grubosci 2,00 mm napetniono roztworem benzenu w nieabsorbujagcym rozpusz-
czalniku. Stezenie benzenu wynosito 0,010 mol-dm . Stwierdzono, ze 52% promieniowania
0 dtugosci fali 256 nm jest absorbowane przy przej$ciu przez warstwe roztworu benzenu.

Polecenie:
a) Oblicz molowy wspoétczynnik absorpcji benzenu dla tej dtugosci fali.

W pewnym stopniu §wiatto jest rowniez absorbowane przez czysta wode. Dla promienio-
wania o dtugosci fali 500 nm, molowy wspdiczynnik absorpcji czystej wody w temperaturze
pokojowej wynosi 4,5-10°° dm*mol -cm ™. Jezeli $wiatlo przechodzi przez wod¢ morska, jej
warstwa o grubosci 1 m zmniejsza natezenie wigzki promieniowania o potowe.

Polecenia:

b) Oblicz, ile procent promieniowania o dtugosci fali 500 nm przechodzi przez warstwg czy-
stej wody o grubosci 10,0 m.

c) Oblicz ile procent promieniowania przechodzi przez warstw¢ wody morskiej o grubosci
10,0 m.
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ZADANIE 4.
Spektrofotometryczne oznaczanie mieszanin

Roztwory barwnikoéw specyficznie pochtaniajg promieniowanie. Widmo absorpcji przed-
stawia stopien pochtaniania promieniowania o réznej energii (dlugosci fali). Ksztalt widma
cechuje uktad barwny pod wzgledem jakosciowym. Addytywno$¢ absorbancji stanowi pod-
stawe pomiaru ilosciowego sktadnikéw mieszaniny.

Dla mieszaniny dwusktadnikowej B i D mozna wybra¢ takie dwie dtugosci fali A1 i A7, dla
ktorych absorbancja roztworu jednego sktadnika przy wybranej dtugosci fali jest zdecydowa-
nie rozna od absorbancji sktadnika drugiego. Korzystajac z prawa addytywnosci absorbancji
mozna zapisac:

A1 =apcgl +apepl
A, = ap-cpl+ apcpl

gdzie:
A1, A, — absorbancja mieszaniny przy dtugosci fali odpowiednio A5 i A,
aip, a2 — absorpcja wlasciwa sktadnika B przy dtugosci fali odpowiednio Ag i A,
aip, azp — absorpcja wlasciwa sktadnika D przy dtugosci fali odpowiednio A5 i A,
Cs, Cp — stezenie sktadnikow C i1 D w ug/cm?’.
| — grubo$¢ warstwy absorbujacej (1 cm)

Majac wyznaczone absorpcje wiasciwe oraz dokonujgc pomiaru absorbancji mieszaniny
mozna rozwigza¢ uktad réwnan i znalez¢ stezenia skladnikow w badanym roztworze. Na ry-
sunku przedstawiono widma absorpcji roztwordow trzech barwnikoéw E, F i G, kazdy o st¢ze-
niu 30 pg/cm®. Widma zarejestrowano dla roztwordw w kuwecie o dlugosci drogi optycznej
1 cm. Pogrubiong linig pokazano widma dwoch dwusktadnikowych mieszanin wymienionych
barwnikow (1 i 2).

Widma absorpcji barwnikéw i ich mieszanin

1,00

1

0,80 A

absorbancija

dt. fali, nm
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W tabeli podano absorbancje roztworéw w poblizu maksimum kazdego barwnika.

dhugo$¢ fali [nm] E F G 1 2
350 0,492 | 0,115 | 0,193 | 0,282 | 0,635
355 0,496 | 0,116 | 0,180 | 0,275 | 0,624
360 0,497 | 0,124 | 0,167 | 0,277 | 0,609
365 0,497 | 0,136 | 0,153 | 0,284 | 0,592
370 0,497 | 0,153 | 0,136 | 0,294 | 0,573
375 0,497 | 0,170 | 0,119 | 0,306 | 0,553
380 0,497 | 0,189 | 0,101 | 0,319 | 0,532
385 0,496 | 0,206 | 0,084 | 0,331 | 0,511
390 0,492 | 0,224 | 0,069 | 0,345 | 0,491
395 0,486 | 0,238 | 0,060 | 0,357 | 0,474
400 0,474 | 0,249 | 0,053 | 0,367 | 0,458
485 0,106 | 0,499 | 0,160 | 0,772 | 0,275
490 0,090 | 0,530 | 0,180 | 0,827 | 0,285
495 0,075 | 0,552 | 0,202 | 0,871 | 0,299
500 0,062 | 0,566 | 0,228 | 0,906 | 0,318
505 0,051 | 0,569 | 0,255 | 0,928 | 0,340
510 0,041 | 0,563 | 0,284 | 0,940 | 0,365
515 0,033 | 0,552 | 0,311 | 0,944 | 0,391
520 0,026 | 0,537 | 0,337 | 0,940 | 0,415
545 0,011 | 0,354 | 0,423 | 0,754 | 0,502
550 0,009 | 0,294 | 0434 | 0,681 | 0,514
555 0,008 | 0,232 | 0,439 | 0,602 | 0,519
560 0,008 | 0,173 | 0435 | 0,520 | 0,514
565 0,007 | 0,122 | 0,419 | 0,442 | 0,494
570 0,006 | 0,082 | 0,389 | 0,369 | 0,459
575 0,006 | 0,053 | 0,348 | 0,303 | 0,411
580 0,006 | 0,033 | 0,299 | 0,244 | 0,353

Polecenia:
a) Podaj symbole barwnikéw znajdujacych si¢ w mieszaninie 1 i w mieszaninie 2.

b) Korzystajgc z rysunku oraz danych z tabeli wybierz odpowiednie dlugosci fali i wyznacz
wspotczynniki absorpcji wlasciwej poszczegdlnych barwnikow dla ich oznaczania w mie-
szaninach dwusktadnikowych.

C) Znajdz stgzenie barwnikow znajdujacych si¢ w mieszaninie.
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ZADANIE 5.
Chemiczna amplifikacja sygnatu analitycznego

Pojecie amplifikacji powszechnie kojarzone jest z namnazaniem (PCR) DNA w genetyce,
czyli zwielokrotnieniem liczby tancuchéw DNA. W chemii analitycznej okreslenie to stosuje
si¢ do takiej procedury, w ktorej z jednego mola oznaczanej substancji (w wyniku kilku na-
stepujacych po sobie reakcji) powstaje wigcej niz 1 mol produktu, bedacego zrédtem sygnatu
analitycznego. Stosunek liczby moli produktu uzyskanego w reakcji amplifikowanej do liczby
moli analitu nosi hazwe wspoétczynnika amplifikacji.

Przyktad I: Chemiczne wzmocnienie (amplifikacja) stosowane jest w metodzie spektrofoto-
metrycznego oznaczania $§ladowych ilosci jonéw jodkowych. Jony jodkowe mozna utleni¢ do
jodu np. zelazem(IIl). W metodzie amplifikowanej jony jodkowe utlenia si¢ do jonéw joda-
nowych(V) za pomocg wody bromowej. Nadmiar bromu usuwa si¢ przez wygotowanie.
Utworzone jony jodanowe(V) reaguja z kolei z dodanymi w nadmiarze jonami jodkowymi
wytwarzajac jod, ktory po wyekstrahowaniu chloroformem mozna oznacza¢ spektrofoto-
metrycznie. Ekstrakcyjnie wydzielony jod mozna zredukowaé¢ za pomoca siarczanu(IV) do
jodkoéw 1 ponownie przeprowadzi¢ amplifikacje.

Przyktad II: W analizie miareczkowej o amplifikacji chemicznej mozna mowi¢ wtedy, gdy
dzieki zastosowanej procedurze analitycznej na 1 mol analitu przypada kilka moli titranta, co
ma miejsce w reakcjach redoks (stechiometria reakcji). Przyktadem takiego postepowania
moze by¢ oznaczanie chromu w stali. Po rozpuszczeniu stali, do utlenienia chromu uzywa si¢
stezonego kwasu chlorowego(VII). Kwas ten jest wygodnym utleniaczem, gdyz jego nadmiar
nie przeszkadza w oznaczaniu, bo po rozcienczeniu wodg traci wlasciwosci utleniajace,
a produkt redukcji, chlor, usuwa si¢ przez wygotowanie. Chrom jest utleniany do chromu(V1),
ktéry moze by¢ odmiareczkowany za pomocg mianowanego roztworu zelaza(Il) wobec ferro-
iny jako wskaznika.

Odwazke stali o masie 0,3276 g umieszczono w zlewce o ?oj. 250 ecm® i roztworzono
w 20 cm?® kwasu siarkowego(VI) (1+3), dodajac pod koniec 2 cm” kwasu azotowego, po czym
odparowano ostroznie do biatych dyméw. Po ostudzeniu dodano 10 cm® 70% kwasu chloro-
wego(VII) 1 ponownie odparowano do bialych dymow. Zlewke przykryto szkietkiem zegar-
kowym 1 ogrzewano dalej przez 30 min. Po ostudzeniu ostroznie rozcienczono wodg i prze-
niesiono ilociowo do kolby miarowej o poj. 250 cm®. Pobrano 50,0 cm® badanego roztworu
I miareczkowano roztworem soli zelaza(II) o stezeniu 0,0500 mol/dm® zuzywajac 13,65 cm?®,

Polecenia:

a) Napisz w formie jonowej rownania reakcji zachodzacych podczas oznaczen opisanych
w przyktadach I 1 II. Podaj wspotczynniki amplifikacji dla obu metod.

b) Podaj molowy wspotczynnik absorpcji oznaczania jonéw jodkowych wspomnianymi me-
todami, skoro wiadomo, ze molowy wspotczynnik absorpcji roztworu jodu w chloroformie
wynosi 900 dm®*mol *-cm™.

c) Oblicz, jaka jest procentowa zawarto$§¢ chromu w badane;j stali.
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ZADANIE 6.
Optody

Jedna z grup nowoczesnych czujnikow
chemicznych sg optody, gdzie mierzonym sy-
gnalem jest zmiana absorbancji (zwykle
W zakresie widzialnym) towarzyszaca obecno-
$ci analizowanej substancji, ktora nie musi by¢
barwna. Sensory takie wystepuja zwykle
W postaci zminiaturyzowanej, a sygnat $wietl-
ny moze by¢ przenoszony $wiattowodem.

Zasade dziatania optody przeanalizujemy na przyktadzie czujnika amoniaku. Gléwnym
elementem jest membrana (zwykle wykonana z polichlorku winylu) zawierajaca jonofor, J,
czyli organiczny ligand silnie i1 selektywnie wigzacy okreslony kation. W tym przypadku jo-
noforem jest naturalnie wystepujaca substancja — nonaktyna (rys.), selektywnie wigzaca jony
amonowe.

Membrana zawiera tez chromojonofor (rodzaj wskaznika kwasowo-zasadowego, gdzie
forma protonowana, ChRH™ i nieprotonowana, ChR, r6znia sie barwa) oraz aniony (takie,
ktore ze wzgledu na duze powinowactwo do fazy membrany nie przechodza do roztworu
wodnego). Aniony obecne w membranie kompensuja dodatni tadunek formy ChRH™ oraz
kompleksu jonu NH," z nonaktyng (J-NH4").

W obecnosci amoniaku zachodzi reakcja w membranie:

NH3(wpr6bce) + ChRH" +J 5 ChR + J-NH4"

(stalg rownowagi tej reakcji oznaczymy symbolem K).

Tworzeniu kompleksu jonu amonowego z nonaktyna, J-NH;" w fazie membrany towarzy-
szy deprotonowanie formy ChRH" chromojonoforu (sumaryczny tadunek kationéw w mem-
branie musi by¢ staly, poniewaz zawarto$¢ aniondw rowniez jest stala).

Mierzona absorbancja, A, zawiera udzialy od formy ChR i ChRH" w sposéb opisany row-
naniem:

A=0A; + (1-a)Ap

gdzie a jest utamkiem molowym wolnego (nieprotonowanego) chromojonoforu, Az i Ag sa
granicznymi warto$ciami absorbancji, odpowiedniodlaa =110 =0.

Polecenia:
a) Wyprowadz rownanie wigzgce wartos¢ a z mierzalnymi wielkosciami A, Az i Aq.
b) Wykaz, ze stala rownowagi K moze by¢ opisana rownaniem:
1 (@-oJ,-R+(1-a)C]
K[NH,] ofR-(1-a)C,]

gdzie J¢ i C; okreslaja catkowite stezenie nonaktyny i chromojonoforu (tacznie w formie obo-
jetnej i kationowej), R jest stezeniem anionéw w membranie. Wartosci J¢, Cc i R traktujemy
jako state.

C) Zaktadajac, ze udziat (1-a)C; jest pomijalnie maty zapisz rownanie wigzace log(o/(1—a))
z log[NHjs].

d) Stwierdzono, ze dla pewnego stezenia NH3 warto$¢ o wynosi 0,90. Nastepnie probke amo-
niaku rozcienczono i uzyskano dla niej a = 0,82. Oblicz (stosujac uproszczone réwnanie),
ile razy zmniejszyto si¢ stgzenie amoniaku w stosunku do probki pierwotne;.
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ZADANIE 7.
Oznaczanie niewielkich ilosci ztota(lll).

Jony ztota(Ill) tworza z jonami bromkowymi barwny kompleks, ktéry moze by¢ ekstraho-
wany rozpuszczalnikami solwatujgcymi. Otrzymanie barwnego ekstraktu umozliwia spektro-
fotometryczne oznaczenie niewielkich ilosci zlota.

Badang probke o masie 0,25 g, zawierajacg odpadki jubilerskie, rozpuszczono w wodzie
krélewskiej, po usunigciu tlenkdw azotu przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 100
cm3 i uzupetiono do kreski wodg. Pobrano 10 em® tego roztworu i umieszczono go w roz-
dzielaczu, po czym dodano 5 cm? stezonego kwasu bromowodorowego, 10 cm® eteru diizo-
propylowego i1 wytrzgsano przez 1 minut¢. Po rozdzieleniu faz, warstwe wodng przeniesiono
do drugiego rozdzielacza i ponownie wytrzasano z 10 cm® eteru. Warstwe wodna odrzucono.
Potaczone ekstrakty (zabarwione na zo6lto) przemyto roztworem kwasu bromo-
wodorowego(1+2), przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci 50 cm® i uzupeiono ete-
rem diizopropylowym do kreski. Za pomoca spektrofotometru dokonano pomiaru absorbancji
ekstraktow przy dtugosci fali 380 nm. Absorbancja ekstraktu zmierzona w kuwecie o dlugosci
drogi optycznej 1 cm wyniosta 0,384. Krzywa wzorcowa

Przygotowano ekstrakty diizopropylowe kompleksu bromkowego ztota biorgc do ekstrak-
cji 0, 100, 200, 300, 400 i 500 g ztota(Ill). W tym celu pobrano 0, 1, 2, 3, 4 i 5 cm® roztworu
wzorcowego roboczego zlota o stezeniu 100 g-cm . Ekstrakty przeniesiono do kolbek mia-
rowych o pojemnosci 25 cm®, uzupetniono do kreski eterem diizopropylowym i wymieszano.
Zmierzono absorbancj¢ tych roztworéw w kuwecie o dtugosci drogi optycznej 1 cm. Uzyska-
no nastgpujace wyniki pomiaréw:

Objetos¢ roztworu roboczego [cm?] | Stezenie Au [g-cm®] | Absorbancja przy 380 nm
0 0 0,007
1 4 0,101
2 8 0,204
3 12 0,301
4 16 0,403
5 20 0,505

Polecenia:
a) Podaj procentowg zawarto$¢ ztota w badanej probcee.

b) Opisz dziatanie wody krolewskiej. Napisz rownanie reakcji roztwarzania ztota w wodzie
krélewskie;.
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Etap 2.

ZADANIE 8.
Absorpcja swiatta przez roztwory zwigzkéw kompleksowych

Roztwory kompleksowych zwigzkéw metali czesto silnie pochtaniajg $wiatlo o pewnych
dhugosciach fali. Dlatego zwigzki te sg czasami stosowane do konstrukcji skutecznych, a jed-
noczes$nie bardzo tanich filtréw optycznych. Kompleksy roztozone w wyniku oddziatywania
Z promieniowaniem moga si¢ latwo odtwarza¢, zatem filtry oparte na kompleksach metali
moga by¢ nawet uzywane w pracy z wigzkami laserowymi o duzej mocy.

Jony metalu M?* tworza ze zwiazkiem L (ligandem) kompleksy ML i ML,?*. State row-
nowagi reakcji tworzenia kompleksow wynosza:

M** + LS ML* Ky =546
ML* + L 5 ML, K =200
Powyzsze reakcje kompleksowania mozna bada¢ spektrofotometrycznie. W toku tych ba-
dan stwierdzono, ze jesli dla danego stezenia jondw metalu stopniowo zwigksza si¢ stezenie
ligandu L, to absorbancja mierzona przy dtugosci fali 500 nm, przechodzi przez warto$¢ mak-
symalna. Molowe wspotezynniki absorpcji kompleksow ML? i ML,* przy diugosci fali
SR _ 103 _ 103 3. 1 1 :
500 nm wynosza odpowiednio €, ,. = 7,50-10% ig , ,. = 5,00-10° [dm”mol"-cm"]. Absorpcj¢
$wiatla przez nieskompleksowane jony M?*, wolny ligand L i wodg mozna pominag.
3

2
ML%

A. W zlewce znajduje si¢ 100 cm® wodnego roztworu soli metalu M o stezeniu
2,00-107 mol-dm . Do zlewki dodano taka ilos¢ moli zwiazku L, Ze otrzymano roztwor,
ktérego absorbancja przy dlugosci fali 500 nm byta bliska maksymalnej, mozliwej do uzy-
skania warto$ci. Dodatek zwigzku L nie spowodowat zmiany objgtosci roztworu. Stwier-
dzono, ze w otrzymanym roztworze 31,5 % metalu wystepuje w postaci kompleksu ML
(innymi stowy, utamek molowy kompleksu ML?* wynosi: X, 2 = 0,315).

Polecenia:
a) Oblicz wartos$¢ statej rOwnowagi reakcji: M% + 2L 5 ML?

b) Napisz réwnanie wiazace utamek molowy kompleksu ML?" ze stgzeniem wolnego ligandu
W roztworze.

c) Oblicz stgzenie wolnego ligandu L (pamigtaj, ze absorbancja uzyskanego roztworu jest
bliska maksymalnej mozliwej do uzyskania wartosci).

d) Oblicz utamki molowe kompleksu ML,** i nieskompleksowanych jonéw M?* w uzyska-
nym roztworze.

e) Oblicz, ile moli zwigzku L dodano do roztworu soli metalu M.

B.W innym eksperymencie do zlewki zawierajacej s6l metalu M o stgzeniu
2,00-10° mol-dm dodano tyle zwiazku L, ze w otrzymanym roztworze 1,9 % metalu wy-
stepowalo w postaci jonow nieskompleksowanych, 20,3 % metalu w postaci kompleksu
ML*" a 77,8 % metalu w postaci kompleksu ML,?*. Dodatek zwiazku L nie spowodowat

zmiany objetosci roztworu. Tak uzyskanym roztworem napetniono kuwet¢ o grubos$ci
| =0,500 cm.

Polecenie:

a) Oblicz, ile procent promieniowania o dtugosci fali 500 nm przechodzi przez kuwete napet-
niong otrzymanym roztworem.



