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1. Wprowadzenie
1.1. Reakcje odwracalne i nieodwracalne

Odwracalné¢ reakcji chemicznych jest zgdana z ogiganiem stanu rownowagi. \8kiszas¢
reakcji chemicznych nie prowadzi do catkowitej przany substratow w produkty, ponieiva
W miare wzrostu sgzenia produktow coraz szybciej przebiega reakcjarothva.

Kiedy szybkdc¢ reakcji przebiegagych w przeciwnych kierunkach jest jednakowa teday
reagentami ustalaesstan rownowagi dynamicznej. Warunek ten jest speinwowczas, gdy
zaden z regentdw nie opuszcgeodowiska reakcji, czyli reakcja przebiega w ukiadz
zamkngtym.

Reakcje nie oggajgce stanu rownowagi (przebiege¢ do catkowitego wyczerpania
substratow) greakcjami nieodwracalnymi.

1.2. Prawo dziatania mas

Dla reakcji odwracalnej

Py Ty
aAd+bB «—— cC +dD
szybka¢ reakcji jest opisywana naplujacymi rownaniami kinetycznymi

vy = k_y [A]°[B]*

v, = k_,[C]°[D]?

W stanie rbwnowagt.; = v.;, CO 0znaczaze stosunek statych szyhbdab k.1/k.; jest wartdcig
stah, nazywan stah rownowagi

gdzieK; oznacza steniowy stal rownowadgi.

Duza wart@¢ statej rownowagi wskazujeze w ukladzie w stanie réwnowagi¢senia
produktow § znacznie wiksze nik stzenia substratow, czyli reakcja przebiega zadu
wydajnaicig. Mata wartd¢ statej rownowagi oznaczae w uktadzie w stanie rownowagi
stezenia substratéwgswicksze od stzen produktow, a reakcja przebiega z madydajnccis.
Wartas¢ statej rownowagi zaly od temperatury, nie zalg natomiast od poagtkowych
stezen substratéw. Jeli na uktad bdacy w stanie rownowagi dynamicznej dziata faki
czynnik zewwtrzny, to ukiad bdzie przeciwdzial& zmianom zmierzacym do naruszenia
tego stanu (reguta przekory Le Chateliera-Brauna).



1.3. Wplyw zmian skzenia reagentow na staj rownowagi

Jezeli uktad znajdujcy sk w stanie rownowagi zostaje zaburzony poprzez z¢gnggzenia
jednego z reagentdéw, to w ukladzie zachpodeakcje prowadge do zmian sken
pozostatych reagentow. Wzrostezania substratu A lub B spowoduje wzrostzehia
produktu C lub D, poniewazwicksza s¢ szybka¢ reakcji w kierunku tworzenia produktow.
W celu zwekszenia wydajnéci produktéw reakcji stosuje esizatem nadmiar jednego z
substratow, przez co wzrasta st@ppezereagowania drugiego i wydagdaeakcji. Warté¢ K
jest stata w dane] temperaturze, zatem zmiana ¥cartsizen w liczniku musi by
zrownowaona zmiag stzen w mianowniku utamka. Przykiadem wplywu zmiagzshia
reagentow na statrownowagi jest proces dysocjacji stabych elekiboli w obecnéci
elektrolitbw mocnych o wspolnym jonie. Proces dyaog kwasu octowego

CH3COOH «> CH3COO ™ +H
ulega cofngciu w obecnéci CH;COO , nie wplywaf na warté¢ statej rownowagi.
1.4. Wplyw zmian cknienia na stah rownowagi

Podobnie jak zmiana ¢gienia reagentow, na wydagtoreakcji wptywa zmiana énienia,

jezeli reakcja przebiega w fazie gazowej. Wplyw zmieisnienia na stat rownowagi

obserwuje i tylko w przypadku, gdy liczba moli produktéw jesizna od liczby moli
substratow. Przykliadem takiej reakcji jest syntameoniaku przebiegaga wedtug réwnania
stechiometrycznego

N, + 3Hy <» 2 NH3

W czasie przebiegu reakcji zmniejsza ebjetos¢ uktadu, poniewa z 4 moli substratow
powstaj 2 mole produktéw. Wzrost giienia przesuwa rownoweagw kierunku syntezy
amoniaku, poniewaten proces pogga za sof zmniejszenie objosci uktadu. Zmniejszenie
cisnienia powoduje efekt przeciwny, przespoie rownowagi w kierunku tworzenia
substratow.

Jezeli liczba moli produktow jest wksza ni liczba moli substratow, np. w procesie rozktadu
N>O,4 zgodnie z rownaniem

N2O4 > 2NO,

to zwickszenie dnienia przesuwa rownowagv kierunku syntezy pO,4, poniewa ten proces
prowadzi do zmniejszenia @lbpsci catego uktadu.

W przypadku, gdy reakcja przebiega bez zmianytodgji (jak w procesie syntezy HJ, reakcja
ponizej), zmiana @nienia nie wptywa na stan rownowagi.



1.5. Wplyw temperatury na stah rownowagi

Zmiana temperatury powoduje zméamvartasci statej rownowagi. W przypadku reakcji
endotermicznej warké stalej rOwnowagi rinie wraz ze wzrostem temperatury, a w
przypadku reakcji egzotermicznej — maleje.

Dla reakcji egzotermicznej
Ho+J « 2HJ + 13 kJ

wartas¢ statej dysocjacji maleje ze wzrostem temperatooypznaczaze stzenie HJ maleje,
a stzenia B i J rosn.

Z reguty Le Chateliera wynikage wzrost temperatury sprzyja reakcjomzyamajacym ciepto.
W procesie syntezy HJ ciepto jest wydzielane, n&stnw reakcji odwrotnej ciepto jest
pochtaniane. Wzrost temperatury wpltywacevina przesugcie rownowagi w kierunku
tworzenia substratow (trwalo HJ maleje ze wzrostem temperatury).

1.6. Podstawy spektroskopii absorpcyjnej

Spektroskopia absorpcyjna nafe do metod spektroskopowych opartych na absorpcji
promieniowania przez materi Absorpcja casteczek w zakresie nadfioletowym (200-340
nm) oraz widzialnym (340-800 nm) zale od struktury elektronowej i powoduje
przeniesienie elektronu z orbitalu w stanie podstayn (0 nizszej energii) na orbital w
stanie wzbudzonym (o wgzej energii). Wzbudzenie elektronu jest gz@ine z absorpgj
kwantu promieniowania écisle okre&lonej energii, rownej przerwie energetycznegaay
poziomem podstawowym, a jednym z poziomow wzbudzbny

Zaleznos¢ migdzy energi pochioneta przy przejciu elektronowym a estotliwoscia
promieniowaniav lub dtugacia fali 2 powodugcej to przejcie jest wyraona wzorem:

AE =} he
£ = I_l’_:l = —_—
A

gdzieh jest stad Plancka, & — prdkoscia swiatta.

Catkowita energia eiteczki jest sumenergii jej wazan, czyli energii elektronowej, energii
oscylacyjnej i energii rotacyjnej. Wielkétych energii maleje w kolejsoi: Ec> Eog: > Eror.
Energia pochtaniana w obszarze nadfioletu i widgiad wywotuje zmiany energii
elektronowej czsteczki w wyniku przéf elektronéw walencyjnych ze stanu podstawowego
do wzbudzonego. Przeja te nasfpujg z orbitalu molekularnego niegdacego n lub
wigzacego & na orbital o wyszej energii, przewaie antywazacy orbital ¢* lub z*.
Odpowiednie przégia elektronowe oznaczagakon— ¢*, 7— 7*.

Energia absorbowana przezsteczki jest skwantowana, zatem widmo absorpcji asme
pojedynczym przégiem elektronowym powinno gisklada& z pojedynczej linii. W praktyce
linii takiej nie otrzymuje i, poniewa absorpcja elektrondéw nakladas sia podpoziomy
oscylacyjne i rotacyjne. Widma prostychysteczek w stanie gazowym sktaglak z wyskich



pasm absorpcyjnych, reprezentyjch przejcia z okrélonej kombinacji poziomow
oscylacyjnych i rotacyjnych w stanie podstawowym attpowiedniej kombinacji w stanie
wzbudzonym. W cgsteczkach bardziej zionych dua liczba poziomow oscylacyjnych i
male przerwy energetyczne pauaizy nimi powodu, ze waskie pasma pochogee od
pojedynczych przé§ zlewap sie dapc szerokie pasma absorpcyjne, jak na rysunkuzppni
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Widmo absorpcyjne 7-metyloguanozyny w wodzie

Wielkoscia mierzor w metodzie spektrofotometrycznej jest absorba(#)aproporcjonalna
do liczby casteczek absorbagych promieniowanie, wyf@na za pomagiloczynu grubéci
warstwy roztworu(l) oraz jego stzenia €). Zaleenos¢ pomkdzy promieniowaniem
padagcym na probk, promieniowaniem przechoglzym przez probk oraz sgzeniem
roztworu i grubécia warstwy, okréla prawo Lamberta-Beera:

A=IDQ—D= g-c-1

gdzie I, jest natzeniem promieniowania padapgo na probk I - naezeniem
promieniowania po prz&giu przez probk c - stezeniem molowym badanego zmku,
[ - grubaicig warstwy roztworug - molowym wspotczynnikiem absorpciji.

Pasmo absorpcyjne charakteryzuje fiodajc potazenie jego maximum A,y oOraz
intensywna¢ (wartas¢ absorbancji lub molowego wspotczynnika absorgegii).



Prawo Lamberta-Beera jest podsgavilosciowych oznacze@ wykonywanych metog
spektroskopii absorpcyjnej w nadfiolecie i zakresiglizialnym. Grubé¢ warstwy jest w
pomiarach stata (wynosi zazwyczaj 10 mm) a molowpdiczynnik absorpcji jest wielkoig
charakterystyczn dla danej substancji (dla wielu substancji w&t@ mazna znale¢ w

odpowiednich tablicach). dle ukiad spetnia prawo Lamberta-Beera, to wykrekezeosci

A =1 (c) jest ling prosy. W praktyce analitycznej wystarczy, aby roztwoéelsmt &
zalenos¢ dla stzen odpowiadajcych wartdciom absorbancji nie wkszym ni 1.
Odchylenia od prawa Lamberta-Beeravgynikiem reakcji chemicznych zachaedych w
badanych roztworach o xdych stzeniach (np. dysocjacja komplekséw w mgiar
rozcieiczania roztworow) lub te efektem nieodpowiednio ustawionych parametrow
pomiarowych (niedostateczna monochromatyzacja moioWwania, nieodpowiednia
szerokadc¢ wiazki spektralnej).

1.7. Wyznaczanie statej dysocjacji metagspektrofotometryczm

Dla reakcji dysocjacji kwasowej

AH - A"+ H"
stata rownowagi ma posta
_[HA7]
’ [HA]
stad
PK. = pH +log L]
) [HA]

Wyrazajac stzenia formy catkowicie zdysocjowandj~ oraz catkowicie uprotonowangjA
przy pomocy absorbancji, otrzymuje $0 przeksztatceniach wzor pozwataj wyznaczy
stab dysocjacji na podstawie waét absorbancji roztworow w gdych pH:

gdzieAjon 0znacza wartd absorbancji formy catkowicie zdysocjowanBj;a — absorbangj
formy niezdysocjowanej — absorbanej mieszaniny obu form w danym pH. Pomiar trzech
wartasci absorbancji wykonuje sidla wybranej diugéei fali, przy ktorej obserwuje si
znacace r@nice absorbancji.

2. Celéwiczenia

Cwiczenie umaliwia zapoznanie si z metod spektrofotometryczn wyznaczania statej
rownowagi. W analizowanym przyktadzie jest to statgsocjacji 7-metyloguanozyny.
Réwnowagi kwasowo-zasadowe gsteczek biologicznych mgj dwze znaczenie w
oddziatywaniach typu biatko-ligand oraz w przebiegakcji enzymatycznych. Wyznaczanie



statych réwnowagi dysocjacji ggteczek biologicznych pozwala na otemie warunkéw, w
ktorych wystpuja okreslone formy jonowe. Przykladem jest przedstawionaniie na
schemacie réwnowaga pagdzy formami jonowymi 7-metyloguanozyny, decyghg o
specyficznym oddziatywaniu z biatkami.
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Formy jonowe 7-metyloguanozyny

3. Zagadnienia do przygotowania

* pojecie szybkdci reakcji i statej rownowagi

» czynniki wptywapce na stat rownowagi

* réwnowagi kwasowo-zasadowe zasad purynowych (adeguanina, ksantyna)
* elektronowe widmo absorpcyjne, rodzaje pséejektronowych

e prawo Lamberta-Beera

» spektrofotometryczna metoda wyznaczania statejajgsp

4. Materiaty

* roztwor wodny 7-metyloguanozyny

« fosforanowe roztwory buforowe o pH w zakresie 6786-0 s¢zeniu 0,1 mol/dm
« roztwér wodny HCI o stzeniu 0,01 mol/drh

« roztwér wodny NaOH o steniu 0,01 mol/driy

5. Aparatura i sprzet

» spektrofotometr absorpcyjny

» kuwety absorpcyjne, kwarcowe
* probdéwki (15 ml)

* zestaw pipet automatycznych

o zestaw kacowek do pipet

* rekawiczki ochronne



6. Wykonanie éwiczenia

« w probéwkach o pojemsoi 15 ml przygotow& po 5 ml roztworéw HGuo w
buforach fosforanowych oraz w roztworze HCI (pH +XaOH (pH ~10 i pH ~12),
poprzez rozcigczenie roztworu podstawowegogstnie niGuo musi takie same we
wszystkich badanych spektrofotometrycznie roztwayac

* uruchomé spektrofotometr zgodnie z instrukapsoby prowadzcej, wybr& funkcje
pomiaru widma, ustawiparametry pomiarowe

* sprawdzt stabilng¢ 7-metyloguanozyny w roztworach alkalicznych rejgst
widmo absorpcyjne 5-krotnie w odpaich 3-minutowych

« zarejestrowawidma absorpcyjne pozostatych roztworéwGuo

o dla 2 wybranych dlugei fali odczyt& wartas¢ absorbancji wszystkich pasm
absorpcyjnych

* pomiary wykona dla 2 r&nych temperatur

7. Opracowanie wynikow

» odczytane wartai absorbancji zebéaw tabeli

» dla kadej z 2 dtugéci fali policzy¢ wartasci pKa

* wykon& analiz niepewndgci pomiarowych

» otrzymamn wartgs¢ porownad z wartGcig literaturowg

* przedyskutowazaleznos¢ statej rownowagi od temperatury
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