Cwiczenie 19
Wyznaczanie molowego wspétczynnika absorpciji. Ikziowe oznaczanig-nitrofenolu.
Zaleznosé molowego wspotczynnika absorpcji od pH.

Cze$¢ teoretyczna:
Spektroskopia obejmuje szereg metod badania matey uzyciu promieniowania

elektromagnetycznego (npwiatta), ktére mae by zaréwno emitowane, jak i pochtaniane
(absorbowane). Bardzo szerokie zastosowania zaa@a#aszcza spektroskopia elektronowa
w zakresie $wiatta widzialnego (VIS; 400-800 nm) i nadfioletw\(; 200-400 nm).
W widmach absorpcyjnych UV-VIS w wyniku prZeja swiatta (promieniowania
elektromagnetycznego) przez roztwér danegmzikv chemicznego obserwuje; przefcia
elektronéw walencyjnych ze stanu podstawowego dbudzonego. W wyniku takiego
przegcia promieniowanie elektromagnetyczne o pewnyclyaiach fali jest pochtaniane
(absorbowane). Absorpcja promieniowania (w przypadkatia méwimy czsto o absorpcji
fotonu) zwhzana jest z prz&jiami elektrondw na wisze poziomy energetyczne. Nale
jednak pamita¢, ze aby kwanty promieniowania elektromagnetycznegpraladzity do
takiego przejcia, to musz posiada odpowiedm energe, odpowiadajca réznicy energii
pomiedzy poziomami energetycznymAE = E, - E; = hv, gdzie v - okr&la czstosé
promieniowaniy Energie potrzebne do zmiany rozktadu elektromdvezasteczce wynosz
kilka elektronowoltéw (1 eV = 1,60A0"° J) i odpowiadaj czestotliwosci promieniowania
w zakresieswiatta widzialnego i nadfioletu. Istotnie wiele barotaczajcego nasswiata
(zabarwienie kwiatow, &in, materiatdw, pigmentow itp.) wywotanych jest bwdzeniami,
w wyniku ktérych elektrony przechoglz jednego orbitalu na inny (kolejny). Przyktadowo
pod wpltywem promieniowania stonecznego (zawi@ejo promieniowanie UV-VIS)
czasteczki chlorofilu absorbaj czerwone i niebieskie diugo fal, przez co nasgpuje
wzbudzenie elektronéw. Widma elektronowe charakigege stany elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjne nadapic szczegolnie dobrze do badania substancji barwrydez
co utawiaj m.in.: identyfikacg niektérych lekdw, czy sprawdzanie ich stopniast@yi.
Zwiazki wykazupce absorpg w zakresie UV-VIS cgsto posiadaj w swej budowie
grupy atoméw zawieragych elektrony o matych energiach wzbudzenia. Gragphie,
nazywane g chromoforami (grec.,chroma phoros” — ,kolor niosicy”). Najczsciej s to
pierscienie aromatyczne (aromatyczny sekstet elektron@mgzania wielokrotne (wizania
typu 1), czy te atomy zawierajce wolne pary elektronowe (tzw. elektrony nigigce n).
Zwiazki zawierajce elektrony niewdizace () i elektrony typurt najczsciej absorbuyj swiatto
w obszarze nadfioletu. Obok chromoforow wasteczkach magznajdowa sie inne grupy
atomow okrélane mianem auksochroméw (same nie absorbuj promieniowanie
promieniowania, ale ich obecitopowoduje wzrost intensywioi zabarwienia). Wzmacnigj
one dziatanie chromoforéw, oraz mogrzesuwa maksimum absorpcji w kierunku fal



dtuzszych (tzw. batochromy, np.: -NH-OH, -OR), ladz w kierunku fal krétszych (tzw.
hipsochromy, np.: — CH-CO-, -GHsCO-).

Efekt dziatania grup chromoforowych i auksochromolwyna widma absorpcyjne emy
zademonstrow@porownuac widma 3 zwazkéw: cykloheksanu, benzenu oganitrofenolu.
Jak widzimy (Ryc. 1) sto cykliczne zwazki zawierajce 6 vegli. Jezeli jednak popatrzymy
na ich widma to zaobserwujemyge cykloheksan wcale nie absorbujaviatta (brak
chromoforow), benzen silnie adsorbuje w nadfiolg@@0-300 nm), g-nitrofenol zaréwno
w zakresie UV (pordiej 380 nm), jak i w zakresiaviatta widzialnego (powsej 400 nm).

OH
éz
cykloheksan benzen p-nitrofenol
Obecnd¢ piescienia aromatycznego (grupy chromoforowej) w beregrowoduje,
ze zwhzek ten absorbujéwiatto o dlugadciach fal 190-300 nm (ultrafiolet), gabecnéé
grupy nitrowej i fenolowej (auksochroméw) powodyjezesurgcie maksimum absorpciji
w kierunku fal didszych Ema=405-415 nm). Zatenp-nitrofenol (zawieraicy 2 grupy
auksochromowe) absorbuje zarowévaatto UV i swiatto widzialne (maksymatnabsorpai
wykazuje dla diugeci fali ok. 405 nm, ktora odpowiada barwie niebiepk Nalezy
podkreli¢, ze barwa substancji zake od selektywnej absorpcji oldlenej dtugaci swiatta
widzialnego i jest ona baawvdopetniajaca (komplementarng) do pochtongtej. Poniewa
absorbowane jestviatto o barwie niebieskiej to roztwor wykazujéite zabarwienie (barwa

z6Mta jest barw dopetniajica do niebieskiej, czerwona — zielona; biata-czanpa). Ponkej
na ryc. 2 przedstawiono widma absorpcyjne benzemuiirofenolu oraz zestawienie barw

dopetniajcych —potazonych naprzeciw siebie
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Ryc. 2a. Poréwnanie widma absorpcji benzepunitrofenolu. Ryc. 2b. Zestawienie barvpdimiapcych.

Nalezy podkréli¢, ze postrzeganie barw jest zjawiskiemzzooym. Na przykiad jdi
postrzegamy jaki niebieski przedmiot, to absorbuje on barwoita, lub mae to take



wynika¢ z faktu,ze absorbuje on wszystkie kolory poza kolorem nigbia. Tak przyktadowo
jest z zielonym kolorem 4ci — chlorofil w nich zawarty absorbuje wiele dtégb fal, ktére
odpowiadag réznym kolorom (np.: czerwone, niebieskie), poza zigio (wg niektérych teorii
zielone jest odbijane — dlatego obserwujemymiate barwe u raslin).

Przegcia elektronowe odpowiadgje absorpcjkwiatta widzialnego obserwujecstez
w przypadku pierwiastkow blokdi Cecly tych pierwiastkow jest niecatkowite zapetnienie
podpowitokid, w zwiazku z czym elektron z tatwioia maze by przeniesiony w olebie
poziomow energetycznych tej podpowtoki. Waétenergii przejcia pomedzy poziomamd
odpowiada energii promieniowania widzialnego (400-8nm). Dlatego te wickszasé
roztworéw zwiazkéw zawierajcych pierwiastki bloku wykazuje zabarwienie, cotjes
wykorzystywane do ich analizy (np. €u niebieskie, Crg}" - zolte, CF” - zielone,

Cr,07* - pomaraczowe, MnQ - fioletowe, E A

Fe?* - jasnozielone, P& - zolte). I
Przy catkowicie zapetnionej podpowitoce TINITINEE

d lub braku na niej elektronow jony prost stan wzbudzony
metali blokud s3 bezbarwne Orbital d

(np.: bezbarwny Cu(natomiast - stan podstawowy/2degenerowany It

CU?* niebieskie), czy bezbarwny“tj w odré&nieniu od fioletowego Fi).

Prawa absorpcji

Widmo absorpcyjnewiazku chemicznego jest miaiosci swiatta zaabsorbowanego
przez ten zwizek w zalenosci od dlugdci fali swietinej (). Jezeli na probk pada
promieniowanie elektromagnetyczn@viatto) o natzeniu b to cz$¢ tego promieniowania
zostanie zaabsorbowana, ae¢&%z przechodzi przez at problke. Rejestryyc natzenia
promieniowania padagego () i przechodzcego (k) mozemy wyznaczy ilos¢ swiatta ktéra
ulega pochtoriciu przez roztwor (absorbancja, A), lub ktéra petgsprzez niego
(trasmitancja, T):

| 1
A=log— =log—
gl QT

I+ T

Absorbancja(dawniej okrélana te mianem gstasci optycznej) przy danej diugo fali
zalezy od molowego wspéitczynnika absorpgg),(grubdgci warstwy absorbagej (zwykle
1lcm) i stzenia badanego roztwardaleznos¢ ta matematycznie jest wyi@na przezprawo
Lamberta-Beera (@absorbancja jest wprost proporcjonalna dgestia roztworu i grubxei
warstwy absorbuggej), co maemy zapisé&

A=¢:I-C




gdzie:
A — absorbancja | — grubd¢ warstwy absorpcyjnej
¢ — molowy wspétczynnik absorpcji [¢/mol] C - stzenie badanego roztworu [mol/dm

Molowy wspoétczynnik absorpcji (€) jest charakterystyczny dla danej substancji i ma
stah wartaé¢ przy okrélonej dlugsci fali. Jego wielké¢ jest proporcjonalna do
prawdopodobigstwa przej¢ pomkdzy poziomami energetycznymiasteczki i jest zalma
od energii fotonéw promieniowaniayh Liczbowo przedstawia on absorbanajykazywarn
przez roztwér o steniu 1 mol/dm, przy grubéci warstwy lcm. Znajomis wartcici
molowego wspotczynnika absorpcji pozwala dkkestkzenie roztworu po oznaczeniu jego
absorbancji dkstynkejt*) badz tez wykorzystywa do obliczania przewidywanej absorbancji
substancji o znanym ¢feniu. W tabeli poriej zestawiono wartci molowego
wspotczynnika absorpcjie) dla kilku zwazkow, wraz z podaniem dtuga fali swietlnej
(Amax) przy jakiej dokonano pomiaru.

Substancja e (e’ Amax
(x 10° cnfmol™) (nm)
Streptavidin 176 280
Cascade Blue 28 400
Alexa Fluof] 488 71 495
Oregon Greeln 77 488
Rhodamina B 80 570
Fluoresceina 85 498
Texas Red 85 595
Alexa Fluor 750 240 749
PerCP 380 482
NADH 6 220 340
p-nitrofenol 18 400 405

Prawo Lamberta — Beerazmde: by¢ zapisane jakok = 1o /10 “°' co uwidaczniaze
naktzenieswiatta maleje wyktadniczo wraz z zgliszeniem grubiei warstwy () przez ktore
Swiatto przechodzi.

Z prawa Lamberta- Beera korzysta silo wyznaczania gtenia substancji o znanej waito
molowego wspoiczynnika absorpcji. slego nie znamy mgemy zapis A =¢ - | - C
przedstawd w postaci graficznej jako zaleos¢ absorpcji od stenia: A= f (C). Rdzie to

*1 <lac. exstinctio -wygainiecie> ostabienie wizki $wiatta przechodeej przez jald osrodek, wynikajce z pochtaniania
i rozpraszaniaswiatta w tym d&rodku. Termin ,ekstynkcja” esto byt wywany zamiennie z terminem ,absorpcja”,
zwhaszcza w starszych pedenikach pochodych z lat 60-70-tych XX wieku. Obecnie wg. ddzynarodowej Unii Chemii
Czystej i Stosowanej (ang. International Union ofePand Applied Chemistry), nie jest to termin zatgcaw odniesieniu
do pochtanianiaswiatta powinno s uzywaé terminu: absorpcja / absorbancjtURAC. Compendium of Chemical
Terminology: http://goldbook.iupac.org/html/A/A00036.html)
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linia prosta przechodeza przez pocgek uktadu wspétranych (punkt (0,0); ryc. 4), adla
poszczegolnych aten roztworow zaznaczono odpowiagidj im wartags¢ absorpcji.

1.80 Ryc. 4. Zalenos¢ absorpcji od stenia
1.60 // barwnej substancji — krzywa wzorcowa.
1.40 /
1;2 g Korzystapc z krzywej wzorcowej
0.80 / sporadzonej dla danej substancji i zmierzeniu
0.60 // absorpcji probki badanej nwa na podstawie
040 e wykresu  (sporgdzonego na  papierze
2;2 A | | | milimetrowym) okréli¢ skzenie tej substancji

0 0.001 0.002 0.003 w badanej prébie.

|Stezome roztwordw wzorcowych w mol/| | c

Przy wykonywaniu pomiarow spektrofotometrycznyclema pamktaé, iz zmierzona
wartosé absorpcji jest sumy absorpcji probki i absorpcji odnosnika. Wynika to z prawa
addytywndci, ktére méwi,ze absorbancja catkowita (A) jest syummiezalenych absorpcji
poszczegolnych sktadnikéw (AA,, .....A):

A=A+ A+ .+ A :%A

Jako odnéniki stosuje si: powietrze; roztwory nie absorlge przyzadnej diugéci
fali (roztwory buforowe, woda); roztwory absorhcg, ale nie wchodze w reakcje z badan
substangj lub roztwory o znanym &teniu, ktére kdzie s¢ zmieniato w wyniku
zachodzcych reakcji.

Pomiar absorbancji

Przed wykonaniem pomiaru absorbancji mglewykalibrowa spektrofotometr
poprzez ustawienie absorbancji na wart@wna zero, gdy w kuwecie znajdujezadnanik.
Jezeli wykonuje s¢ widmo jakiegd zwiazku, rownie nalezy wykona widmo odngnika.
Koncowe widmo zwizku jest zatem widmem zmierzonym danego azli, ale
pomniejszonym o widmo odsoika. Jeeli roztwor (woda, bufor) dlacy odngnikiem nie
zawiera badanej substancji wadnej z maliwych form, wowczas uzyskujemy widmo
absolutne. Widmo tnicowe uzyskujemy, gdy roztwor oditoka zawiera badansubstang
w takim samym steniu jak roztwor badany. Przeprowadzasbdwczas reakejw kuwecie
z badan substang, w wyniku ktorej stzenie jej zmienia §i natomiast w kuwecie
z odnaénikiem nie zachodziadna reakcja, a zateng&tnie badanej substancji nie zmienia
sie. W tego rodzaju badaniach widmo przedstawia zméabsorbancjiAA) w probie badanej



w porownaniu do odrimika. Oba sposoby pomiaru absorbancii wykorzystywane
w laboratoriach do wyznaczanigsn czy tex kinetyki reakcji chemicznych.

Przy wykonywaniu pomiarow spektrofotometrycznyclaleay pamktaé, iz na
uzyskany wynik absorbancji wptyw ma rownienateriat, z jakiego wykonana jest kuweta
pomiarowa. Przyczyntego jest fakt, sama kuweta rownimaze absorbowaswiatto. Jeel
wiazke swiatta przepscimy przez pustkuwet, to po dotarciu do detektoradrzie ona miata
mniejsze naizenie ni wiazkaswiatta padajcego. W zwazku z tym w zalenosci od zakresu
diugcici fali, przy jakiej jest wykonywany pomiar nalestosowa réznego rodzaju kuwety
pomiarowe. Porkej podano przepuszczakicswiatta dla materiatow, z ktérych wykonuje;si
kuwety:

* Polistyren: 340 — 800 nm * Kwarc: 170 — 2600 nm

e Szkio: 334 — 2500 nm * Polimetakrylan: 280 — 800 nm

W wielu oznaczeniach, gdzie diugdali stosowanej w pomiarze jesteksza od 340 nm
stosuje si zwykle plastikowe kuwety, ktéreastansze i mniej ulegaj kontaminacji przy
zastosowaniu takich odczynnikéw jak npaomasie blueJednak do pomiaréw absorbancji
roztworéw biatek przy 280 nm, czyA®NA przy 260 nm stosujegkuwety kwarcowe.

Nalezy pamketat, iz przepuszczalrig swiatta przez dwie kuwety (wykonane z tego
samego materiatu) me nawet znacznie ¢irozni¢. Dlatego nalgy dobierd kuwety
0 zblizonej przepuszczaldoi $wiatta lub dokonywé pomiaru absorbancji probki i odéroka
w tej samej kuwecie. Tego typu problemy magwniez wystpic¢ przy stosowaniu kuwet do
matych obgtosci (<1 ml) i maze to by zwiazane z tym, 4 wiazka swiatta nie trafia
precyzyjnie wsrodek przedniejciany kuwety. W tym wypadku wygtujace zaktocenia
maozna zniwelowa poprzez zastosowanie kuwet, ktogecate czarne poza szczelirktora
dociera do probki wizkaswiatta. Widzimy, zatente kuweta pomiarowa ma ogromny wptyw
na doktadné wykonywanych pomiaréwScianek kuwety, przez ktore przechodziamka
Swiatta nie naley dotyk& palcami, a w przypadku zabrudzenia nglge przemy woda
i delikatnie wytrzé migkka chusteczk Przed dhiaszym przechowywaniem kuwenhalery
optuka: woda dejonizowani etanolem, aby nie pozostaty na niej zacieki.

Do pomiarow absorpcji wykorzystujegsspektrofotometry, ktdrego schemat budowy
przedstawiono pomej. Zrodio swiatta wysyta promieniowanie, z ktérego za pomoc
monochromatora nmmemy wyodebni¢ monochromatycznwiazke promieniowania (Gcisle
okreslonej dlugdci). Promieniowanie to przechodzi przez szczelinpada na kuwet
Z prol. Czs$¢ promieniowania jest absorbowana przez pr@pozostata e&¢ przechodzi
| jest rejestrowana przez detektor @dzenie zamieniage padajce na nie promieniowania
na pad elektryczny). W uktadzie detektora, ngmtje pomiar nazenia wazki, ktora przeszta
przez kuwet (1) jak i padagcej na kuwet (lg), a uzyskany wynik pomiaru prezentowany jest
na wyswietlaczu spektrofotometru.
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Wptyw pH na widmo absorpcyjne w zakresigwiatta widzialnego

Widmo formy niezjonizowanej zwtku o widciwosciach zasadowych Ilub
kwasowych rani sie zasadniczo od widma formy zjonizowanejadtpowszechne jest
zastosowanie spektrofotometrii do badania réwnokveasowo-zasadowych:

(kwas) HA = H + A (zasada)
Reakcg ta opisuje stat rownowagi:
[H'I[AT] - _ _ [HA]
K,=——"—, z czego wynika: - logK , = pK, = pH +log:-—
[HA [A]

Aby wyznaczy charakterystyczn wartaéé¢ pK, danego zwizku, oznacza i
spektrofotometrycznie stosunekezgnia formy niezdysocjowanej do zdysocjowanej przy
odpowiedniej wartéci pH. Stosujc jednakowe gfenia roztworéw w kolejnych pomiarach,
wzory na pk mazna wyraz¢ jako:

A-A dlazasady pK, =pH+log A=A,

dlakwasu: pK_, =pH+lo
PR, =P gA—AM A - A

gdzie (dla wybranej analitycznej diugo fali):
A = absorbancja formy catkowicie zjonizowanej
Ay = absorbancja formy niezjonizowanej
A = absorbancja mieszaniny obu form przy danym pH

Celem precyzyjnego okfkenia pK, wykonuje s¢ kilka pomiaréw przy rénych wartgciach
pH i oblicza s¢ wartas¢ srednh.

Krzywa absorpcji formy zjonizowane] przecina ¢ siz  krzywa absorpcji
niezjonizowanej w tzwpunkcie izobestycznym.W punkcie tym przecinajsi¢ wszystkie
krzywe badanego uktadu bez wadh na warté¢ stosunku [HA])/[A], poniewa suma
[HA] + [A] pozostaje stata.

Z rbwnowag kwasowo-zasadawzwigzane § zmiany zabarwienia wskaikow pH,
ktére r&nia sie budows w srodowisku kwanym i zasadowym. Przyktadowo fenoloftaleina
w srodowisku zasadowym tworzy anion, ktéry charaktajgzsk silng absorpej w zakresie
Swiatla widzialnego.



Cze$¢ eksperymentalna:
Celem ¢wiczenia jest okrdenie wartdci molowego wspotczynnika absorpcji dla

p-nitrofenolu, oraz okrdenie zmian w widmie absorpcyjnym tego zmku w zaleénaosci od
pH. Okr&lany zostanie rowniewptyw alkoholu na pH i stopfedysocjacji p-nitrofenolu.

1. Wyznaczanie widma absorbancji

Widmo p-nitrofenolu, jak przedstawiono na ryc. 2a wykazalesorbangj zarowno w zakresigéwiatta
widzialnego, jak i ultrafioletu. Poniewaspektrofotometry znajdage sé na sali¢wiczen nie § wyposaone
w zrodio swiatta emitujce promieniowanie z zakresu UV, pomiary widma abaocji zostamprzeprowadzone
dla fluoresceiny, zwaizku ktéry absorbuje w zakresie VIS.

Do kuwety wprowad#i roztwor fluoresceiny (0,5 mg/ml) i dokohgomiaru absorpcji w zakresie
400-540 nm, co 5 nm. Od¢rikiem w pomiarach jest woda. Naje przestrzega zasady,ze do
kuwety wprowadzamy takilos¢ ptynu aby stanowita ona ok. % etgsci kuwety. Po kadej zmianie
diugcéci fali swietlnej spektrofotometr powinien bywyzerowany (kuweta z wad zgodnie
z instrukch danego aparatu, klawiszgzero”; ,blank”; ,R”), a nastpnie po wstawieniu kuwety
z fluorescein nalezy odczyté wynik absorbancji Narysowé& na papierze milimetrowym zadeosé¢
absorbancji (A) od dlugai fali (A\) przy ktorej dokonano pomiaru (widmo absorpcjiypiktorej
prowadzono pomiar. Na podstawie wykresu élkéeanalityczr diugas¢ fali dla fluoresceiny, przy
ktorej zarejestrowano najyz wartas¢ absorpciji.

2. Wyznaczanie molowego wspoiczynnika absorpe)i dla p-nitrofenolu w $rodowisku

zasadowym

Przygotow&a 3 roztwory p-nitrofenolu (o stzeniach: 10, 20 i 40 uM) poprzez
rozcieaczenie roztworu wygiowego (0,1 mMp-nitrofenol) buforem fosforanowym o pH=10.
Do wykonania pomiaréw natg przygotowa przynajmniej 3 ml kadego z roztwordw
(podpowied: skorzystd z zalgnasci: C,Vi=C,V,).

Mierzymy absorbangj dla kadego ze sten przy A = 415 nm i obliczamy
¢ korzystagc ze wzoru na prawo Lamberta — Beera. Jako @dkostosujemy woel
W przypadku uzyskania wasdm skrajnej (odstagej) pomiar dla danego ¢genia naley
powtdrzy, lub odrzuat (skonsultowé z prowadzcym ¢wiczenia). Obliczy wartas¢ sredni
z uzyskanych wynikéw (wyliczonegs) oraz odchylenie standardowe tej waciqjako bhd
pomiaru). Porownaotrzyman wartgé¢ z wartGcia podam w tabeli na stronie 4. Z czego
mog wynika¢ ewentualne rénice w zmierzonej wartgi? Zwroct uwag; na dtugdé¢ fali,
przy ktorej dokonano odczytu.

3. Wptyw alkoholu na pKp-nitrofenolu

W kolejnym etapiecwiczenia pomiary spektroskopowe zostamykorzystane do
wyznaczenia statej dysocjaginitrofenolu przy rénych wartéciach pH. Dodatkowo naig
okresli¢ jak alkohol wptywa na wartdé pKa p-nitrofenolu.



W czterech probéwkach spadzamy proby skladage st z:
a) 1 ml roztworup-nitrofenolu (0,1 mM) + 3 ml wody destylowanej.
b) 1 ml roztworup-nitrofenolu (0,1 mM) + 3 ml buforu fosforanoweg@bBl=8;
c) 1 ml roztworu p-nitrofenolu (0,1 mM) + 3 ml buforu fosforanowego piH=8,
zawierajcego 10 % (v/v) alkohol (etanol lub izopropan@)y wczeniej przygotowa roztwor —

np.: 0,3 ml alkoholu + 2,7 buforu o pH=8)
d) 1 ml roztworup-nitrofenolu (0,1 mM) + 3 ml buforu fosforanoweg@bl= 10

Roztwory w poszczegoélnych probéwkach wymiész@o czym zmierzy absorbangj
kazdego z nich przy dlugei fali 415 nm. Zapisa wynik absorbancji dla kalego
Z roztwordw. UWAGA: najwyzsza warté¢ absorbcji powinna by rejestrowana w probce d, a nagia
w probce .

Nalely zwrac@ uwag, aby uyte kuwety byly wykonane z tego samego materniétng tworzywa
mog; wykazywa inng absorpcg swiatta o danej ditugéci), to znaczy aby absorbancja kuwet nie
zawierajcychzadnego roztworu byta do siebie jak najbardziejzdria.

Na podstawie uzyskanych pomiarow wyliczamy,gKnitrofenolu, przy pH=8 w roztworze
bez alkoholu oraz w roztworze zawie@m alkohol. Wycigna¢ wnioski o wptywie
alkoholu na pKi absorpa swiatta przezo-nitrofenol.

Obliczenia pKa:

ACHEAC

b) a)

pKa = pH + |09M

c) a)

PK, = pH +log

Jak stopi@ dysocjacji p-nitrofenolu wptywa na jego barw (absorpagi swiatta)? Czy
zwickszenie udziatu formy zdysocjowanej przyczynidd zmniejszenia czy do zgkiszania

intensywndci barwy? Prosgsformutowa odpowiednie wnioski.



