Stanoveni

isosbestického bodu

pracovni niavod s metodickym

komentdfem pro ulitele
pripravil M. Skavrada

tloha cislo

bromkresolové zelene (BKZ)

Cile

Cilem této laboratorni tlohy je stanoveni isosbestického bodu acidobazického indikatoru bromkre-
solova zelen promérenim absorpc¢nich spekter ve viditelné oblasti roztoku indikatoru v prostredi

o rizném pH.

odrobnéjsi rozbor cila

+ Pouzit odpovidajici instrumentélni vybaveni — spekt-
rofotometr AMADEUS.

« Pripravit roztoky kyseliny chlorovodikové o riznych
hodnotach pH a roztok acidobazického indikatoru
bromkresolova zelen (BKZ).

» Pripravit roztoky indikatoru BKZ v prostfedi o rtizné
hodnoté pH.

» Zmeérit absorp¢ni spektra roztokt BKZ v prostredi
o rizné hodnoté pH.

» Na zdkladé zmérenych spekter urcit isosbesticky bod.

arazeni do vyuky

Laboratorni tlohu je vhodné zaradit v ramci uciva stre-
doskolské chemie, organickd chemie (barevnost latek),
v kapitole praktické vyuziti chemie — barviva, pfipadné
pri rozsifené vyuce — analytickd chemie.

asova narocnost

Dvé vyucovaci hodiny, tj. 2 x 45 min.

Zadani alohy
Stanovte hodnotu isosbestického bodu acidobazic-
kého indikdtoru bromkresolova zelenn BKZ) pro-

mérenim absorpénich spekter ve viditelné oblasti
roztoku indikdtoru v prosttredi o rizném pH.

Technicka uskali, tipy a triky

Pro urychleni dlohy je praktické mit dopfedu pfipraveny
roztok bromkresolové zelené, eventuelné i roztoky HCI,
tj. roztoky o rizné hodnoté pH.

Pomiicky

pocita¢ s USB portem; diode-array spektrofotometr
AMADEUS; sada plastovych kyvet (PS); software Data-
Studio nebo zarizeni SPARK; 0,001 M roztok HCl — 25ml;
0,1% roztok bromkresolové zelené (BKZ) — 100 ml; desti-
lovand voda — 100 ml; délené pipety 10ml, 5ml a 1ml —
pfipadné automatickd pipeta; pipetovaci nastavec; od-
meérné banky 25ml (5 ks); odpadni kddinka 250ml (1 ks);
popisova¢ odmérnych banék (lihovy fix); pracovni navod;
pracovni list; ochranné pracovni pomiicky

avaznost experimentt

Experiment muze byt navazujici na tlohu Méfeni
spekter barviv (pfirodnich nebo syntetickych). Na tuto
tlohu miize navazovat tloha — Stanoveni disocia¢ni
konstanty acidobazického indikatoru.

ezipfedmétové vztahy

fyzika — optika

Experimentem k poznani

239




20

Stanoveni isosbestického bodu bromkresolové zelené (BKZ) - chemie

— " .IVZOREK|

Obr. 1: Prichod zéreni vzorkem
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Obr. 2: Absorpéni spektrum

Teoreticky uvod

Pri kontaktu latky s elektromagnetickym zarenim, tedy svétlem, muze
dojit k pohlceni (absorpci) ¢ésti svétla, tj. urcitych energii resp. vinovych
délek svétla. Tato energie je v latce vyuzita na exitaci elektront na vyssi
energetické hladiny. Energeticky rozdil téchto hladin odpovida absorbo-
vané energii svétla podle tzv. Planckova zdkona.

Cc
E=hv=h-— 1
v 1 (1)

E — energie absorbovaného zareni, resp. energeticky rozdil hladin
h — Planckova konstanta, 1 = 6,625-107*J.s

v — frekvence svétla

¢ — rychlost svétla (ve vakuu ¢ = 3-108 m-s™*)

A — vlnova délka

Ze vztahu (1) vyplyva, ze ¢im je vyssi frekvence pohlceného zareni, tim je
jeho energie vyssi, tedy ¢im ma svétlo mensi vinovou délku, tim je ener-
geticky bohatsi. Pri absorpci svétla dochazi k poklesu zarivého toku, jak
naznacuje obrazek 1.

Podil zarivého toku I (po prichodu latkou) vici pivodnimu Ip (pfed pri-
chodem latkou) nazyvame transmitance (propustnost) a dosahuje hodnot
0-1, resp. 0-100 %.

T=_T (2)

Pokud provedeme zaporny logaritmus této veliCiny, ziskdme velic¢inu ab-
sorbance, ktera charakterizuje velikost absorpce.

A=—logT=logl—I0 (3)

Tato velicina je zavisld na koncentraci latky ¢, délce absorbujici vrstvy [
a na molarnim absorpénim koeficientu ¢, ktery je mj. zavisly na vlnové
délce. Frekvenci, resp. vinovou délku zareni, pfi niz nabyva ¢ maximal-
nich hodnot, pak nazyvdme absorp¢nim maximem.

A=c¢lc (4)

Zavislost absorbance na vlnové délce potom nazyvame absorpc¢ni spektrum.

Acidobazické indikatory jsou latky, které méni svou barvu v zavislosti
na pH prostredi, tato zména souvisi se zménou jejich struktury, a tedy se
zménou jejich spektra. Jak mizeme vidét na obrazku 3. Jednotliva spektra
indikdtoru methyloranz se méni v zavislosti na pH prostiedi. Absorp¢ni
maximum odpovidajici vy$si vinové délce ma maximalni hodnotu v sil-
né kyselé oblasti, zatimco absorp¢ni maximum odpovidajici nizsi vlnové
délce odpovidd nejméné kyselému prostiedi. Vsechna spektra se protinaji
v bodg¢, ktery je charakteristicky pro dany acidobazicky indikator. Tento
bod se nazyva isosbesticky.
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Obr. 3: Absorp¢ni spektra indikatoru methyloranz v zavislosti na pH prostiedi

Motivace

Ptame se studentd, co pozoruji, kdyz pridaji do ovocného caje nebo ovoc-
né §tavy citron (pozoruji barevnou zménu — probarveni). Vedeme diskusi,
¢im je uvedena skutecnost zptisobena a zda by se toho dalo néjakym zp-
sobem vyuzit. Mizeme volné navazat na syntetické acidobazické indika-
tory (methyloranz, fenolftalein) a nechat studenty uvazovat nad divodem
barevné zmény vsech uvedenych latek (tj. zména struktury).

Bezpecnost prace

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. V laboratori pouzivej-
te ochranné bryle, plast a pripadné dalsi pomucky v souladu se spravnou
laboratorni praxi. K pipetovani roztoku kyseliny chlorovodikové pouzivej-
te radéji pipetovaci néastavec.

Priprava ulohy

Doporucujeme, aby si studenti nejprve prostudovali teoretickou cést a do-
plnili slovnicek pojma (mozno zadat i jako domaci tdkol). Ovérte, Ze stu-
denti pripravnou cast tulohy opravdu vypracovali.

Postup prace
Nastaveni HW a SW

Propojte ridici jednotku AMADEUS s pocitacem nebo se zarizenim
SPARK pomoci USB kabelu. Jeden konec svételného vodice pripojte k ri-
dici jednotce a druhy konec pripojte ke spektrofotometru. Déle pripojte
ke spektrofotometru zdroj el. energie tak, jak je naznaceno na obrazku 4
na nasledujici strané.

Spustte program SPARKVUE nebo zafizeni SPARK. Kliknéte na tlacitko
SESTAVIT a zvolte VLNOVA DELKA a ABSORBANCE (o. d.) a klikné-
te na ikonu grafu. Poté kliknéte na ikonu NASTROJE EXPERIMENTU
(vpravo dole), zvolte nabidku KONFIGURACE SENZORU. Do spektrofo-
tometru vlozte cerny hranol s kovovou vymezovaci podlozkou a zvolte
moznost ULOZIT TMAVOU. Poté vlozte do spektrofotometru prazdnou
kyvetu, popi. kyvetu s destilovanou vodou a zvolte moznost ULOZIT RE-
FERENCI. Nyni mate spektrofotometr nastaveny a pripraveny k méreni.

Technicka uskali, tipy a triky

Kyselina chlorovodikova (HCI)
zplsobuje poleptani. Drazdi dychaci
organy. Pri zasaZeni o¢i okamzité da-
kladné vyplachnéte vodou a vyhledejte
lékafskou pomoc. Pouzivejte vhodny
ochranny odév, ochranné rukavice

a ochranné bryle nebo oblicejovy stit.
V pripadé drazu, nebo necitite-li se
dobre, okamzité vyhledejte 1ékatskou
pomoc.

Ttida nebezpecnosti C.

R 34-37

S 26-36/37/39-45

Technickd uskali, tipy a triky

Pokud chcete sledovat okamzitou
hodnotu absorbance, zvolte v ¢asti
SESTAVIT volbu ABSORBANCE (o.d.)
a kliknéte na ikonu numerického for-
matu (¢isla).

Experimentem k poznani
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Technicka uskali, tipy a triky

Pri pripravé zdsobniho roztoku

0,001 M HCl doporucujeme postupovat
tak, Ze si nejprve pripravime 0,1 M HCl
(0,88 ml 35% HCl na 100 ml), poté z to-
hoto roztoku odméfime 1 ml do 100 ml
odmérné banky. Doplnénim po rysku
ziskame zasobni 0,001 M HCL

Zpuasob postupného redéni je pro

tuto ulohu vyhodny. Pokud bychom
vse fedili ze zasobniho roztoku, byly
by pipetované objemy pfili§ malé

a dopoustéli bychom se znac¢né chyby
(experimentdlné ovéreno).

Pokud napf. pfi pfipraveé roztoku ¢. 1
budete pipetovat 6,3 ml misto 6,25 ml,
nemad toto zaokrouhleni na hodnotu
pH téméf vliv (3,59 misto 3,60).
Vyjimku pti pfipraveé roztoku ¢. 4 na-
vrhujeme proto, aby pipetovany objem
bylo ,,rozumné ¢islo®.

Obr. 4: Zapojeni mérici soustavy

P

Fiprava méreni

Pfiprava roztoka

1)

LALAL

Do 25ml odmérné banky nalijte asi 10 ml destilované vody. Ze zasob-
niho roztoku 0,001 M HCI odméite 6,25 ml a toto mnozstvi prevedte
do banky. Banku mirné promichejte, pridejte 1 ml 0,1% roztoku BKZ,
doplite destilovanou vodou po rysku a rddné promichejte. Timto zpt-
sobem jste pripravili roztok o pH = 3,6. Tuto odmérnou barku oznacte
¢. 1, resp. hodnotou pH.

Dalsi kalibrac¢ni roztoky pripravte postupnym redénim tak, jak je na-
znaceno na obrazku 5. Roztok ¢. 2 o pH = 4 pripravte odmérenim 10 ml
roztoku ¢. 1 do odmérné banky ¢. 2, kterou doplnite po rysku a radné
promichejte. Odmeérovani prislusnych objemi provadéjte vzdy vhod-
nou pipetou.

2,5ml

6,25 ml 2,5ml

10 ml 8 ml
}

1-10*M
25 ml

0,001 M
100 ml

1-10°M
25 ml

2,5-10*M
25 ml

3,2-10°M
25 ml

1-10°M
25 ml

Obr. 5: Schéma redéni roztokt o daném pH

3)

Podobné si pripravte roztok ¢. 3 o pH = 4,5, roztok ¢. 4 0 pH = 5 (POZOR
VYJIMKA PIPETOVANI) a roztok ¢. 5 o pH = 6.

Pro prehlednost je zptsob fedéni uveden nize:

pH = 3,6 (roztok ¢. 1)

@)

dmérite 6,25 ml zadsobniho roztoku 0,001 M HCl, 1 ml 0,1% roztoku BKZ

do 25 ml banky a doplnte po rysku.

pH = 4,0 (roztok ¢. 2)

@)

dméfte 10 ml roztoku ¢. 1, tj. 2,5-10*M HCI, 1 ml 0,1% roztoku BKZ

do 25ml banky a doplnte po rysku.
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pH = 4,5 (roztok ¢. 3)

Odméite 8 ml roztoku ¢. 2, tj. 1,0-10™*M HCI, 1 ml 0,1% roztoku BKZ
do 25ml barnky a doplnte po rysku.

pH =5 (roztok ¢. 4) - POZOR VYJIMKA

Odméite 2,5ml roztoku ¢. 2, tj. 1,0-107*M HCI, 1 ml 0,1% roztoku BKZ
do 25ml barnky a doplnte po rysku.

pH = 6 (roztok ¢. 5)
Odméite 2,5ml roztoku ¢. 4, tj. 1,0-10*M HCI, 1 ml 0,1% roztoku BKZ
do 25ml banky a doplnte po rysku.

4) Pro kontrolu je vhodné zmérit hodnoty pH pripravenych roztokd. Po-
stup méreni pH v¢. kalibrace je uveden v tGloze pH elektrolytu a hyd-
rolyza soli.

Obr. 6: Pripravené roztoky BKZ o pH 3,6-6,0

Vlastni méreni a zaznam dat

1) Do kyvety nalijte roztok ¢. 1, kyvetu umistéte spolecné s kovovou vy-
mezovaci podlozkou do spektrofotometru tak, aby hladkymi protileh-
lymi sténami prochazel svételny paprsek. Kliknéte na ikonu tlacitka
START (zelena sipka vlevo dole). Okamzité se objevi celé spektrum,
po ustaleni spektra kliknéte na tlac¢itko STOP (stejné umisténé).

2) Obsah kyvety vylijte do odpadni kadinky, kyvetu vyplachnéte destilo-
vanou vodou a poté nasledujicim méfenym roztokem.

3) Stejny postup opakujte pro dalsi roztoky.

Analyza namérenych dat

1) V panelu néstrojd, v pravé ¢asti obrazovky, kliknéte na ikonu $ipky. Ta
se zvyrazni.

2) Poté kliknéte do grafu na stanoveny isosbesticky bod, tj. na prasecik
spekter.

3) V horni ¢asti obrazovky se zobrazi souradnice bodu. Vlnova délka ur-
Cyjici isosbesticky bod odpovida souradnici x.

4) Své zaznamy ulozte pomoci kombinace klaves CTRL+S.

Technicka uskali, tipy a triky

Mnozstvi roztoku v kyveté staci tolik,
aby paprsek svétla prochazel rozto-
kem, tj. aby byla zcela zaplnéna uzsi
cast kyvety.

Neni nutné mérit spektra vsech 5 roz-
tokl. Postaci zmérit spektra u 3—4

z ptipravenych roztokd. Rozpéti pH
od 3,6 do 6 (obrdzek ¢. 6) je oblast
barevného prechodu BKZ, coz muzete
studentim demonstrovat.

Hodnoceni vysledki

« Sestavili a pouzili studenti méfici
aparaturu spravneé?

Postupovali korektné podle pracov-
niho postupu?

Porozuméli studenti uvedené pro-
blematice?

Vypracovali studenti spravné své
pracovni listy?

Pripravili studenti potfebné roztoky
spravné, tj. dosahli barevné skaly
od zluté k modré?

Stanovili studenti spravné isosbes-
ticky bod a ten se shoduje s tabulko-
vou hodnotou?

*

*

*

*

.

Syntéza a zaveér

Poté, co studenti vyplni své pracovni
listy, spole¢né shrneme ziskané po-
znatky o acidobazickych indikdtorech
a jejich spektrech. PopiSeme souvislost
mezi zménou barevnosti indikatoru

a jejich strukturou prezentovanou VIS
spektrem.

Experimentem k poznani

243




20 - Stanoveni isosbestického bodu bromkresolové zelené (BKZ) - chemie
Informacni zdroje
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learning-system/index.cfm
¢ http://www.pasco.com/prodCatalog/SE/SE-7183_amadeus-
spectrometer-system/
¢ http://www.pasco.com/prodCatalog/PS/PS-2102_pasport-ph-sensor/
index.cfm
¢ http://fyzika.jreichl.com/main.article/view/776-emise-a-absorpce-
svetla
o http://en.wikipedia.org/wiki/Absorption_(electromagnetic_radiation)
o http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie
o http://projektalfa.ic.cz/a_krivka.htm
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