Ćwiczenie 3. Spektrofotometria uV/VIS
A. Spektrofotometria uV/VIS. Wyznaczanie parametrów pasma absorpcyjnego i molowego współczynnika absorpcji.
Celem ćwiczenia jest zapoznanie się z podstawami spektrofotometrii absorpcyjnej, wyznaczanie parametrów pasma absorpcyjnego i molowego współczynnika absorpcji, a także wpływu stężenia badanego roztworu na wymienione wyżej czynniki. 
Aparatura i sprzęt laboratoryjny:
· spektrofotometr Specord
· probówki 
· pipety szklane (z urządzeniem aspirującym)  pojemności 5 cm3, 1 cm3
· kuwetki plastikowe
Dodatkowo:

· papier milimetrowy

· linijka

· ołówek

Odczynniki:
· 1% roztwór albuminy 
· 0,9% NaCl

· odczynnik biuretowy: 
Wykonanie:
· opisać probówki, odmierzyć odpowiednie objętości roztworów i postępować zgodnie z opisem podanym w tabeli poniżej:
	Odczynniki
	Próba zerowa

„0”
	Próby wzorcowe o zawartości białka

w [mg/ml]:
	Próby badane
A i B

	
	
	2,0
	4,0
	6,0
	8,0
	10,0
	

	Roztwór wzorca [mL]
	-
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1,0
	-

	Badany roztwór białka [ml]
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	1,0

	0,9% NaCl [ml]
	1,0
	0,8
	0,6
	0,4
	0,2
	-
	-

	Odczynnik biuretowy[ml]
	4,0
	4,0
	4,0
	4,0
	4,0
	4,0
	4,0


Zawartość probówek wymieszać i odstawić w ciemnym miejscu na 30 minut

· zarejestrować widma absorpcyjne dla wszystkich roztworów (zgodnie z instrukcją)
Sprawozdanie powinno zawierać:
· strona tytułowa

· wykresy pomiaru widma absorbancji – wszystkie widma umieścić na jednym arkuszu papieru milimetrowego

· wyznaczyć wartość max [nm]
· wykres zależności absorbancji od stężenia na papierze milimetrowym i wyznaczyć stężenie roztworów badanych
· obliczone współczynniki absorpcji molowej  roztworów o różnym stężeniu 
· wykres zależność współczynnika  od stężenia roztworu na papierze milimetrowym
B. Oznaczenie zawartości kwasu acetylosalicylowego w tabletce polopiryny metodą spektrofotometrii w nadfiolecie (UV)

Celem ćwiczenia jest zapoznanie się z działaniem spektrofotometru UV-VIS oraz oznaczenie zawartości kwasu acetylosalicylowego w tabletce polopiryny.

Aparatura i sprzęt laboratoryjny:

· spektrofotometr Specord

· kolba miarowa 100 cm3
· kolba miarowa 250 cm3 

· zlewka 100 cm3
· lejek 

· zlewka 

· sączek

· kuwety kwarcowe

Odczynniki:
· roztwór podstawowy kwasu salicylowego (100 mg/100cm3)

· NaOH O,1 mol/dm3
· tabletki polopiryny 500 mg

Wykonanie:
1. Roztwory wzorcowe

· do 5 kolbek pojemności 100 cm3 dodać kolejno 1, 2, 3, 4, 5 mL roztworu podstawowego kwasu salicylowego o stężeniu 100 mg/100 cm3
· następnie do każdej kolbki dodać 1 mL roztworu NaOH 0,1 mol/dm3
· próby uzupełnić wodą destylowaną i wymieszać

· obliczyć stężenie kwasu salicylowego w poszczególnych roztworach wzorcowych

2. Wyznaczanie analitycznej długości fali kwasu salicylowego
Uwaga! Pomiary należy wykonać w kuwetach kwarcowych

· analityczną długość fali λmax, kwasu salicylowego, wyznaczyć z przebiegu widma UV w zakresie 200 nm do 400 nm, dla roztworu wzorcowego o stężeniu 3 mg/100 cm3
· kuwetę kwarcową napełnić roztworem wzorcowym kwasu salicylowego o stężeniu
3 mg/100 cm3
· wyznaczyć zależność A = f(λ), wobec wody jako odnośnika według instrukcji

3. Krzywa wzorcowa dla roztworów wzorcowych kwasu salicylowego

· zmierzyć absorbancję kwasu salicylowego (roztwory wzorcowe) przy wyznaczonej

  uprzednio analitycznej długości fali λmax (pomiary wykonać wobec wody jako

  odnośnika)
· wykreślić krzywą wzorcową przedstawiającą zależność absorbancji od stężenia roztworów wzorcowych kwasu salicylowego A = f(c)

4. Oznaczanie zawartości kwasu salicylowego w tabletce polopiryny

· tabletkę polopiryny rozkruszyć bagietką w zlewce poj. 100 cm3 do której uprzednio

dodano 10 cm3 NaOH 0,1 mol/dm3
· próbę mieszać bagietką starając się dokładnie rozdrobnić masę tabletki

· następnie dodać 20 ml NaOH 0,1mol/dm3, próbę zamieszać i po 15 minutach przesączyć do kolby pojemności 250 mL, wypłukać zlewkę 6 porcjami NaOH 0,1 mol/dm3, po 10 ml każda
· zawartość kolby miarowej uzupełnić 0,1 mol/dm3 NaOH, wymieszać
· następnie pobrać pipetą 2 mL roztworu, przenieść do kolby pojemności 100 cm3 i uzupełnić wodą destylowaną
· absorbancję roztworu zmierzyć 3x, przy wyznaczonej wcześniej analitycznej długości fali dla kwasu salicylowego
5. Obliczyć zawartości kwasu acetylosalicylowego w tabletce polopiryny metodą krzywej wzorcowej

· z równania krzywej wzorcowej A = f(c) obliczyć stężenie kwasu salicylowego CSA
· przeliczyć stężenie CSA na stężenie kwasu acetylosalicylowego CASA stosując

przelicznik:

CASA = CSA MASA/ MSA

MASA - masa molowa kwasu acetylosalicylowego (180,17 g/mol) 
MSA - masa molowa kwasu salicylowego (138,2 g/mol)

· zawartość ASA w tabletce powinna się mieścić w granicach 95-105% deklarowanej przez producenta zawartości (500 mg)
Sprawozdanie powinno zawierać:
· wyniki zestawione w tabeli
	Stężenie roztworu wzorcowego kwasu salicylowego [mg/100 cm3]
	λmax
	A

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	
	
	

	Badana (3 pomiary
	λmax
	A

	1.
	
	

	2.
	
	

	3.
	
	

	średnia
	
	


· wykres kalibracyjny na papierze milimetrowym dla zależności S = f(c)
· stężenie SA w próbie badanej (odczytaną z krzywej kalibracyjnej)
· przeliczone stężenie CSA na stężenie kwasu acetylosalicylowego CASA
· obliczony błąd bezwzględny i błąd względny oznaczenia, przyjmując jako wartość rzeczywistą stężenia ASA w próbie badanej wartość podaną przez asystenta
· wnioski
1

