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Kolorymetria

Kolorymetria jest dziatem analizy chemicznej, w ktérej za podstawe ilosciowego oznaczania substancji w roztworze
brana jest prosta zaleznos¢ miedzy intensywnoscig zabarwienia roztworu (absorpcja Swiatta o okreslonej dtugosci fali),
a stezeniem zawartej w nim substancji. Metodami kolorymetrycznymi mozna oznaczac zaréwno stezenia substancji
posiadajgcych wtasng barwe, jak i substancji bezbarwnych, ktére za pomocg odpowiednich reakcji chemicznych
przeprowadza sie w barwne zwigzki pochodne. W tym wypadku reakcja barwna musi przebiega¢ szybko i do konca, a
powstate zabarwienie powinno by¢ trwate, niewrazliwe na dziatanie swiatta i mato zalezne od zmian pH, temperatury,
nadmiaru odczynnika. Jednym z najwazniejszych warunkdéw jest to, aby odczynnik reagowat jedynie z substancjg

badang i nie dawat barwy z inng obecng w roztworze, zatem Zzeby reakcja byta specyficzna.

Metody kolorymetryczne nalezg do najszybszych, najtatwiejszych. Odznaczajg sie uniwersalnoscig, doktadnoscig i

czutoscia siegajacy 0,05 pg/1 cm? roztworu.

Barwa substancji zalezy od aktywnego wchtfaniania, czyli absorpcji $wiatta przez te substancje. W czasie obserwacji
Swiatta przechodzgcego przez dang substancje, do naszych oczu dochodzg promienie, ktére nie zostaty przez nig
zaabsorbowane. Widzi sie wiec barwe dopetniajaca, na ktérg sktadajg sie poszczegdlne rodzaje przepuszczonych fal
elektromagnetycznych. Barwa niebieska roztworu oznacza, ze dana substancja pochtania barwe 26ttg, przepuszczajac
te dtugosci fal, ktore tworzg widziang przez nas barwe dopetniajaca tj. niebieska. Jesli zaden z rodzajéw promieni
widzialnych nie ulegnie pochfonieciu przez substancje odnosi sie wrazenie Swiatta biatego - roztwory takie beda

bezbarwne.

Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy zabarwieniem substancji a jej strukturg elektronowg. Czgsteczka lub jon wykazuje
absorpcje w czesci widzialnej widma lub w nadfiolecie, gdy pod wptywem promieniowania elektrony jej zostana
przeniesione ze stanu podstawowego do jednego ze stanéw wzbudzonych. Powstanie barwy lub jej zmiana sg zawsze

zwigzane ze zmiang normalnej struktury elektronowej czasteczki.

Przy zachowaniu statej grubosci warstwy przez ktérg przechodzi swiatto oraz statego stezenia roztworu ilo$¢ swiatta

pochtanianego jest proporcjonalna do intensywnosci zabarwienia.

Wedtug prawa Bouguera-Lamberta i Beera absorbancja swiatta monochromatycznego jest proporcjonalna do stezenia
substancji absorbujgcej oraz grubosci warstwy jej roztworu (drogi promieni Swietlnych w roztworze). Konsekwencja
tego prawa jest prostoliniowa zaleznos¢ miedzy stezeniem roztworu i jego absorbancjg, pod warunkiem, ze jej pomiary

zostaty wykonane przy tej samej dtugosci fali i dla identycznych warstw roztworu.
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W zakresie widzialnym promieniowania elektromagnetycznego (400-750 nm) mozna oznaczac te wszystkie substancje,
ktdre sg barwne i tworzg przezroczyste roztwory (np. jony MnO7;, hemoglobine, karoteny, i inne barwniki roslinne i

sztuczne).
Metody kolorymetryczne wykorzystuja:

e metoda serii wzorcow - prébke badang porédwnuje sie z zestawem wzorcéw w probdwkach kolorymetrycznych
zawierajgcych roztwory badanej substancji w okreslonych stezeniach lub ze skalg barw we wzorniku -

stosowana w przesztosci,

e oznaczenie stezenia w kolorymetrach wykorzystujac liniowg zaleznos¢ pomiedzy intensywnoscig zabarwienia

a gruboscig warstwy roztworu.

Krzywa wzorcowa

W celu wykreslenia krzywej wzorcowej przygotowuje sie serie probowek ze znanym stezeniem badanej substancji
i dokonuje sie pomiaru absorbancji w celu przyporzadkowania poszczegdlnym stezeniom odpowiedniej wartosci
absorbancji, co pozwala wykresli¢ krzywa zaleznosci stezenia od intensywnosci zabarwienia. Na o$ rzednych nanosi sie
absorbancje, a na o$ odcietych wartosci stezen. Na podstawie krzywej wzorcowej wyznacza sie wspoétczynnik ,,a”
pozwalajacy na dalsze przeliczenia. Rozcieiczenia roztwordw wzorcowych mozna przygotowac na dwa sposoby - jak

ponizej w tabeli, lub poprzez serie rozcieczen jak ponizej na rysunku.

Standard Woda
Nr probowki Stezenie Absorbancja
(1 mg/cm3) Destylowana

0 - 1cm? - 0,000

1 1,0 cm? - 1%

2 0,8 cm? 0,2 cm? 0,8%

3 0,6 cm? 0,4 cm? 0,6%

4 0,4 cm? 0,6 cm? 0,4%

5 0,2 cm? 0,8 cm? 0,2%
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Stock i | ‘
Standard ' v P\

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8
pg/mL 1.000 500 250 125 625 312 156 0

Aparatura

Podstawowymi elementami typowego spektrofotometru sa:

zrodto Swiatta, monochromator, miejsce umieszczenia prébki i

wzorca (w przypadku prébek ciektych i gazowych stosuje sie

kuwety pomiarowe) oraz fotodetektor.

Do zbadania absorpcji promieniowania elektromagnetycznego w pasmie swiatta widzialnego oraz w nadfiolecie

wykorzystywane sg spektrofotometry UV-VIS. Zrédtem promieniowania mogg byé¢:

e wysokocisnieniowe tukowe lampy ksenonowe;
e lampy deuterowe;

e lampy wolframowo-halogenowe.

Zwykle stosuje sie Zrodta promieniowania ciggtego, przy czym w zakresie do 380 - 400 nm stosuje sie lampy wodorowe

lub deuterowe, natomiast w zakresie od 350 - 380 stosuje sie lampy wolframowe lub wolframowo-halogenowe.

Do wydzielenia wifasciwego pasma z szerokiego zakresu spektralnego Zrddta stosuje sie monochromatory.
Monochromator sktada sie z elementu dyspersyjnego (rozszczepiajgcego) oraz dwdch szczelin. Szczelina wejsciowa
wydziela wigzke kierowang na element dyspersyjny, szczelina wyjSciowa wycina wtasciwe pasmo z rozszczepionego
widma. Elementem dyspersyjnym moze by¢ pryzmat kwarcowy lub siatka dyfrakcyjna. Wadg pryzmatu jest to, ze
dyspersja nie jest rownomierna w catym zakresie widma, przez co szeroko$¢ pasma przy ustalonej szerokosci szczeliny
zalezy od dtugosci fali. W przypadku siatek dyfrakcyjnych zwykle stosuje sie siatki odbiciowe, ktére cechujg sie

wydajnoscig optyczng wiekszg niz siatki transmisyjne.

W przypadku badania prébek ciektych lub gazowych stosuje sie kuwety pomiarowe. Kuwety pomiarowe muszg by¢
starannie wykonane, zapewnia¢ doktadnie znang grubos¢ warstwy absorbujacej, wykazywac¢ odpornosé na dziatanie
chemikaliéw i duzg transmisje promieniowania. Stosuje sie gtdwnie kuwety o grubosci 10 mm, spotyka sie jednak
rowniez kuwety o mniejszej lub wiekszej grubosci.
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W przypadku badan w nadfiolecie stosuje sie kuwety kwarcowe lub krzemionkowe, natomiast w Swietle widzialnym
kwarcowe lub ze szkta optycznego, niekiedy z tworzyw sztucznych. Stosuje sie tez specjalne typy kuwet, na przyktad

przeptywowe lub z ptaszczem wodnym.

Kuwety - po lewej kwarcowa do pomiaréw w ultrafiolecie, po prawej z tworzywa sztucznego do pomiaréw w swietle

widzialnym.

Detektory i uktady pomiarowe

Detektor stuzy do zamiany padajgcego promieniowania elektromagnetycznego na sygnat elektryczny. Do tego celu
stosuje sie gtéwnie fotokomérki, fotopowielacze i fotodiody pétprzewodnikowe. Sygnat z detektora kierowany jest do
uktadu pomiarowego, ktérym moze by¢ odpowiednio wyskalowany galwanometr. W nowoczesnych
spektrofotometrach stosuje sie systemy elektroniczne, czesto sprzezone z uktadami komputerowymi, petnigcymi

réznorakie funkcje w zakresie prezentacji, analizy, obrébki i zapisu danych.

Spektrofotometr ¢wiczeniowy
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