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4.11. Detekce -OH hydroxylaci aromatickych kyselin

V ramci této tlohy ziskaji posluchaci praktické zkusenosti s métenim luminiscence pro sledovani vzniku

luminofort v disledku ozateni roztokd. Tato iloha sestava z nasledujicich dil¢ich ¢asti:
e Ozareni vodného roztoku kyseliny benzoové nebo tereftalové rentgenovym zarenim.

e Pozorovani vzniku kyseliny salicylové nebo 2-hydroxytereftalové v roztoku pomoci jeji
fotoluminiscence.
Uvod

Vétsina organickych latek podléha pii radiolyze ve vodném prostfedi pomérné komplikovanym
reakcim, iniciovanym radikaly H- a -‘OH vzniklymi rozkladem vody, i mnoha dal$imi radikaly. Mnohdy
ma stézejni vyznam i pritomnost kysliku ve vodé, nebot’ ten je schopen vychytavat redukujici vodikové
radikaly a konvertovat je na spise oxidujici hydroperoxylovy radikal:

H' + 0, — HO,

Jako dostatecné selektivni senzory -OH radikald 1ze pouZit napt. benzenkarboxylové kyseliny resp.
jejich konjugované soli. V piipad€ ozafovani roztokt kyseliny benzoové bez ptitomnosti kysliku byl
pozorovan vznik srazeniny bifenyldikarboxylovych kyselin HOOC-(CsH4),-COOH, kromé¢ nich vznikala
i kyselina salicylovd (o-hydroxybenzoova). V roztocich nasycenych kyslikem vznikaji pouze
hydroxybenzoové kyseliny, ato viadové vysSim méfitku nez v bezkyslikatém prostiedi. Primarnim
procesem se zda byt tvorba komplexu -OH radikalu s benzenovym jadrem kyseliny benzoové, v disledku
¢ehoz vznikd karboxyhydroxycyklohexadienylovy radikdl HO-C4Hs-COOH. Kone¢nym produktem
radiolyzy v okysliceném prostiedi jsou takika vyhradné hydroxylované kyseliny HO-C4Hs-COOH.
Meétenim zastoupeni téchto hydroxylovanych aromatickych kyselin lze tedy piimo stanovit mnozstvi -OH
radikalti vzniklych v daném roztoku. Nevyhodou vyuziti kyseliny benzoové pro tyto ucely je vznik
celkem tii rozdilnych hydroxybenzoovych kyselin (2-, 3- nebo 4-hydroxybenzoové) a nejednoznacnost
jejich  vytézki. Tomuto problému lze zamezit svyuzitim kyseliny tereftalové neboli 1,4-
benzendikarboxylové kyseliny HOOC-CsHs-COOH, v niz mize dochédzet k hydroxylaci jen v pozici 2
(vSechny H na benzenovém jadie jsou strukturné identické). Pfitomnost jediného produktu, tj. 2-hydroxy-
1,4-benzendikarboxylové kyseliny, tak umoziuje ptimé stanoveni mnozstvi -OH. Pti pouziti kyseliny
tereftalové je vSak vhodné pracovat se zdsaditymi roztoky, jelikoz je pti nizkém pH nerozpustna.

Této reakce lze vyuzit i pro stanoveni toku UV fotont v oblasti kolem 300 nm, pokud je ozafovan
vzduchem nasyceny vodny roztok obsahujici napt. 10% mol dm™ NaNO;, 10° mol dm> C¢HsCOOH
a2,5%10” mol dm® NaHCOs. Zafeni je v tomto citlivém aktinometru absorbovéano dusi¢nanovymi ionty,

jez jako jeden z produktt své fotolyzy generuji -OH radikaly, které zreaguji s kyselinou benzoovou.
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Ozarovani rentgenovym zarenim

Rentgenové zafeni vznikajici pii dopadu energetickych nabitych ¢astic na ter¢ se sklada ze spojitého
brzdného zareni, jehoz maximalni energie odpovida energii téchto ¢astic, a carového charakteristického
zafeni terCe, jehoz intenzita, ale nikoliv poloha zavisi na energii c¢astic. Na rozdil od takika
monoenergetického gama zateni “°Co jsou vlastnosti rentgenového zéfeni a jeho pronikavost silné zavislé
na tomto spektru, jehoZ maximum intenzity se ve spektru d//dE nachézi pti vyrazné nizs§i energii nez je
maximalni energie zafeni. V rentgence ziskaji elektrony pfi vlozeni napéti napi. 100 kV energii 100 keV
a energie vzniklych rentgenovych fotonli mize byt nejvySe 100 keV. Spektrum zéfeni se navic pii
prichodu latkou postupné meéni, nebot’ nékteré Casti spektra jsou absorbovany méné nez ostatni.
Stanoveni ddvky zafeni je tak vyrazné komplikovangjsi nez u *’Co.

Ozatovani rentgenovym zafenim je mozné realizovat napt. v kabinovych RTG ozatovacich, kde je
pracovni prostor obklopen stinénim, jez zarucuje bezpecné pouzivani z hlediska radiacni ochrany. Na
miru vyrobeny ozafova¢ SCIOX Beam k dispozici na FJFI obsahuje dva RTG zdroje — vzduchem
chlazenou 50W rentgenku se Sirokym svazkem a olejem chlazenou bipolarni 4200W wolframovou
rentgenku se Sirokym svazkem (maximalni napéti 350 kV). Ob¢ rentgenky v olovem odstinéné kabiné

sméfuji smérem doltl a je jimi mozné ozatrovat relativné velkou plochu v riznych vyskovych pozicich.

Méreni luminiscence (,,fluorescence*)

Pojmem luminiscence se oznacuje Siroka Skéala procest, jimiz ve vhodnych latkach, objektech ¢i
organismech vznika svétlo (nad ramec klasického tepelného vyzafovani). Pro pozorovani vznikajici
kyseliny salicylové (2-hydroxybenzenkarboxylové), 2-hydroxybenzendikarboxylové ¢i jejich aniontd je
vhodné fotoluminiscenéni méieni, tedy métfeni luminiscence vybuzené (excitované) absorpci svétla o jiné
vlnové délce. Na rozdil od optickych absorpénich spekter zde tedy vystupuji dvé vinové délky — excitac¢ni
Jex (budici) a emisni Aem (Vyzafend). Ve vétSin€ piipadi byva diky ztratam energie excitacni vinova délka
krats$i nez emisni vinova délka, vyjimkou jsou up-konverzni materidly (obvykle v laserové technice) ¢i
v omezené mife projevy tepelnych kmitti. Podobné€ jako ve spektrofotometrii se vinové délky vybiraji
pomoci monochromatoru; v pfistroji na méfeni fotoluminiscence, tzv. spektrofluorimetru, jsou ale
nezbytné dva monochromatory — jak pro excitacni, tak pro emisni vinovou délku. V souvislosti
s fotoluminiscenci se tedy uvadi i dva druhy spekter — emisni spektrum, pii némz se pro fixni excitacni
vlnovou délku méfi intenzita svétla v ur¢itém rozsahu emisnich vinovych délek, a excitacni spektrum, pii
némz se emisni vinova délka drzi konstantni a méni se excitacni vinova délka. Obé spektra piedstavuji
vyfezy z trojrozmérného grafu {Acx, Aem, I}, s nimz se Ize obCas setkat a jehoz zméfeni 1ze docilit ve

specializovanych aparaturach. Tento graf je obzvlast¢ vhodny pro smési vice latek s odlisSnymi
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excitaénimi a emisnimi spektry, ptip. pro materialy s odliSnymi emisnimi spektry buzenymi pfi riznych
excitacnich vlnovych délkach.

Kyselina benzoova vykazuje velmi slabou emisi pii ~ 320 nm, jejiz excitacni spektrum ma maximum
kolem 230 nm, kyselina tereftalova je obdobné slabym luminoforem; hydroxylované kyseliny vsak
vykazuji intenzivni luminiscenci. Kyseliny o-, m- a p-hydroxybenzoové (2-, 3-, resp. 4-hydroxybenzoové)
maji odli$na emisni a excitacni spektra, jez ovliviiuje i pH roztoku. Mezi témito produkty vynikd zejména
kys. salicylova (2-hydroxybenzoova) s excitaénim maximem pii 295 nm a velmi intenzivnim Sirokym
emisnim maximem pii 400 nm. Armstrong a kol. méfili ostatni izomery pH 12 a piisoudili nartst
intenzity v piku kyseliny salicylové m-hydroxybenzoatu a emisni pas pti 325 nm excitovany pfi 285 nm
p-hydroxybenzoatu. Aniont 2-hydroxy-benzendikarboxylovy (neboli 2-hydroxytereftalat) s vysokou
intenzitou luminiscence vykazuje excita¢ni maximum pfi 311 nm a jeho emisni maximum je posunuté az
k 422 nm (vizte obrazek nize). Pii méfeni fluorescence je vzdy problematicky tzv. Ramanovsky pik vody,
posunuty do &ervené oblasti zhruba o 3500 cm™ oproti excitaénimu zafeni, tj. nachazejici se p¥i 328 nm

pro excitaci vinovou délkou 295 nm, resp. 347 nm pro excitacni vinovou délku 311 nm.

450 —excitace, em = 423 nm

400 —emise, ex = 311 nm
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Ukoly

1. Ptipravte 10~ mol/l vodny roztok kyseliny benzoové bud’ o pfirozeném pH, anebo
s hydrogenuhli¢itanovym pufrem, piipadné 10~ mol/l vodny roztok kyseliny tereftalové
o pH 9 — 12 (napt. v 10 mol/l NaOH).

2. Ozafujte tento roztok v rentgenovém svazku pii zvolené hodnoté napéti a proudu
rentgenky a prubézné odebirejte vzorky.

3. Zméite intenzitu fotoluminiscencnich emisnich spekter nafedénych vzorkd.
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Potreby a pomucky

Kyselina benzoova (CsHsCOOH); kyselina tereftalova (CsH4(COOH),); kyselina 2-hydroxytereftalova
(C¢H30H(COOH)); hydrogenuhli¢itan sodny (NaHCOs3); dusicnan sodny (NaNOs); kyselina
chlorovodikova HCI; hydroxid sodny NaOH; odmérné banky o objemu 500, 250, 200 a 100 ml; Sml,
15ml a 50ml centrifuga¢ni zkumavky; spektrofluorimetr; parafilm; plastové ¢i kiemenné kyvety se ¢tyfmi
lesténymi sténami; automatické pipety 200 a 5000 pl; deionizovana voda; analytické vahy; rentgenovy

ozafovac nebo stfednétlaka rtutova vybojka a stojan; pH-metr.

Pracovni postup

Priprava roztoktl na ozarovani

Do 500ml odmérné batiky si pfipravte 2x10~° mol dm™ roztok kyseliny benzoové; budete-li roztok
ozafovat UV zafenim, piidejte dusi¢nan sodny tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 2x102 mol dm™.
Budete-li ozafovat pufrovany roztok, pak si do 250ml odmérné baiiky pFipravte 5x10~ mol dm™ roztok

hydrogenuhli¢itanu sodného. Jsou-li oba roztoky jiz k dispozici, pfipravovat je nemusite.

V piipadé pouziti kyseliny tereftalové si pfipravte cca 2 mol dm™ zasobni roztok NaOH, naceZ si do
200ml odmérné baiiky piipravte 10° mol dm™ roztok kyseliny tereftalové a 10 mol dm™ NaOH (pouzijte
pfipraveny zasobni roztok), pfip. jinou koncentraci NaOH pro dosazeni pozadovaného pH. Pro
kvantifikaci 2-hydroxytereftalitu si do 200ml odmérné baiiky pripravte 10° mol dm™ zasobni roztok
odpovidajici kyseliny v 10 mol dm™® NaOH nebo jiné koncentraci dle potieby. Z tohoto roztoku si
nasledné do odmérnych banék ¢&i plastovych ampulek piipravte roztoky o koncentracich mezi 10° az
10”° mol dm™ 2-hydroxytereftalatu pti pozadovaném pH.

Do 15ml centrifuga¢ni zkumavky napipetujte 5 ml roztoku kyseliny benzoové a 5 ml deionizované
vody nebo roztoku hydrogenuhlicitanu sodného. V pfipadé ozatfovani UV zafenim si téchto zkumavek
s 10 ml roztoku pfipravte jesté 5. Ve varianté vyuzivajici kyselinu tereftalovou si do centrifugaéni
zkumavky pfimo napipetujte 10 ml roztoku této kyseliny v roztoku NaOH. Vicka zkumavek dikladné

uzaviete a utésnéte pomoci parafilmu.

Ozafrovani roztoku

UV_zareni: Umistéte stfednétlakou rtutovou vybojku do stojanu, do drzaku v dobie definované
vzdalenosti (alesponi 30 cm) od ni poté vlozte centrifugacni zkumavku s roztokem kyseliny benzoové.

Celou aparaturu dikladné odstiite pomoci kartonu. Pozor! Nikdy se nedivejte pfimo do svétla

vykonnych vybojek bez ochrannych UV bryli a také nevystavujte pokozku nefiltrovanému UV zafeni!

Poté zapnéte tuto vybojku na minimalni vykon pomoci elektronického prediadniku a ozatfujte po uréenou
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dobu. Jednotlivé ampule ozafujte po dobu 30, 60, 90, 120 a 150 s a po ozéfeni je uchovavejte mimo dosah
UV zéafeni.

Rentgenové zareni: Pied samotnym ozafovanim je potieba rentgenovy ozarovac zapnout a provést
pocateéni nazhaveni (min. 1 hodina) podle ptedchoziho vyuziti pfistroje. Tento proces stejné jako
jakoukoliv manipulaci s ozafovacem je potfeba provadét pod dohledem pedagogického dozoru nebo
jiného proskolen¢ho pracovnika. Posluchacéi by neméli samostatné piistroj uvadét do chodu a smi jej
ovladat jen v mezich uréenych pedagogickym dozorem. Za Zadnych okolnosti neni povoleno jakkoliv
manipulovat s bezpecnostnimi prvky pristroje! Presuiite elektronicky polohovatelnou policku (bez
jakékoliv zatéze) do pozadované polohy, umistéte na ni orbitalni tfepacku, piipojte ji k pfistroji a umistéte
na ni v prislusném drzaku 15ml ampulku s roztokem kyseliny benzoové ¢i tereftalatu (vodorovng). Poté
zméite, v jaké poloze je vrchni okraj tfepacky vici podlaze ozatovaci kabiny a udaj si zaznamenejte.

Kabinu uzaviete a za tfepani tuto ampulku ozafujte po dobu ~ 15 minut pii zvoleném nastaveni
bipolarni rentgenky (dle zadani pedagogického dozoru). Poté kabinu oteviete, z ampulky si do 5ml
centrifugacni zkumavky odpipetujte 200 pl roztoku a doplite 2,8 ml vody (fedéni 15%), pfip. roztokem
NaOH u kyseliny tereftalové tak, aby se fedénim neménilo pH resp. koncentrace NaOH. Ampulku opét
dikladné uzaviete, utésnéte pomoci parafilmu, ozafujte pii identickém nastaveni a ve stejné poloze
dalsich 15 minut, nac¢eZ opét odeberte vzorek do dalsi Sml zkumavky. Po celkové dobé ozafovani 60
minut jiz 15ml ampulku dale neozafujte a ozafova¢ muzete vypnout. Takto ziskate 4 nafedéné ozaiené

vzorky roztoku kyseliny benzoové resp. tereftalatu.

Méreni fotoluminiscence roztoku

Alespon 30 minut pred métenim zapnéte spektrofluorimetr a ovladaci pocitac. Poté do Cisté plastové
nebo kiemenné spektroskopické kyvety se 4 lesténymi stranami nalijte neozafeny roztok kyseliny
benzoové resp. tereftalatu (nafedény stejné jako ozafené vzorky). Zkontrolujte, zda v kyveté nejsou
bubliny a zda jsou vSechny jeji strany bez Smouh, kapek ¢i vlaken, ptipadné je ocistéte suchym buniéitym
tamponkem. Poté proméite jeji emisni spektrum pro excitaéni vinovou délku 295 nm v rozsahu 300 —
580 nm (kyselina benzoova), ¢i pro excitacni vinovou délku 311 nm v rozsahu 320 — 610 nm (tereftalat).
Stejnym zplisobem zméfte emisni spektra ozatenych roztokl a pozorujte zmény v roztoku.

V piipadé zajmu si zméite excitacni a emisni spektrum kyseliny salicylové ¢i 2-hydroxytereftalatu
(v nejdéle ozafovaném roztoku) ¢i zménu emisnich spekter nejdéle ozareného roztoku kyseliny benzoové
s pH. V ptipadé kyseliny tereftalové bylo pozorovano, Ze se emisni spektrum ani intenzita piilis nelisi
v rozsahu pH ~ 8.5 — 12. Zmény pH lze nejsnaze docilit ptidavkem roztoku kyseliny chlorovodikové ¢i

hydroxidu sodného. Nejdéle ozafeny roztok kyseliny benzoové si 15x nafed’te roztokem kyseliny

95



Praktické ulohy

4.11. Detekce OH hydroxylaci aromatickych kyselin

chlorovodikové a opét zméfte emisni spektra pti excitaci 295 nm, v rozsahu 300 — 580 nm. Do dalsi
ampule si nejdéle ozareny roztok kyseliny benzoové nated’te roztokem hydroxidu sodného a zméite
emisni spektra pii excitaci 295 nm a pfi excitaci 285 nm, obé v rozsahu 300 — 570 nm. Pozorované zmény

ve spektrech s ristem pH byly v literatufe pfisouzeny m- a p- hydroxylované kyselin€ benzoové.

Zpracovani vysledku

Naméfena emisni spektra roztokl si vyneste do jednoho grafu a popiste pozorované zmény. Z dat
extrahujte intenzitu luminiscence v maximu a vyneste ji do grafu v zavislosti na dobé ozatrovani. Pokud je
zavislost linearni, prolozte ji pfimkou. Bez znalosti ¢i zméfeni kalibracni kiivky nelze z dat urcit
koncentraci kyseliny salicylové, avSak zroztokii 2-hydroxytereftalatu o rizné koncentraci lze sestavit

kalibrac¢ni kiivku a urcit tak koncentraci této luminiscenéni slozky v ozafenych roztocich.

Pokud jste méfili excitacni a emisni spektra kys. benzoové ¢i tereftalatu, zobrazte je dohromady

v jediném grafu; Pokud jste méfili emisni spektra pfi riznych pH, zobrazte je opét v samostatném grafu.
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