CWICZENIE 32
INSTRUKCJA WYKONANIA CWICZENIA

Aparatura:

e Spektrofluorymetr Cary Eclipse z systemem termostatujagcym Peltier.

e Spektrofotometr UV-Vis Cary 50

o Kuwety Kwarcowe o drodze optycznej 10 mm (2)

o Kolby Erlenmeyera, kolby miarowe, pipety Pasteura, pipety automatyczne, cylindry miarowe.

Odczynniki:

e Roztwor kwasu siarkowego (VI) o stezeniu 0,05 M

e Roztwor wodorotlenku potasu o stgzeniu 5,4 M (A)

e 4% roztwor heksacyjanozelazianu (I11) potasu [K3Fe(CN)g] (B)

e Odczynnik utleniajacy: Mieszanina A+B w stosunku objetosciowym 25:1. (Przygotowad
bezposrednio przed reakcjq)

e |zobutanol

e Roztwor chlorowodorku tiaminy o stezeniu 1 pg/ml w 0,05 M kwasie siarkowym (VI)

e Produkt komercyjny zawierajacy w swoim sktadzie witaming B1

CZESC 1: PREPARATYKA
1. Przygotowanie utleniacza.

W kolbce Erlenmeyera ze szlifem o pojemnosci 100 ml przygotowaé¢ odczynnik utleniajacy.
W tym celu nalezy zmiesza¢ 75 ml roztworu wodorotlenku potasu (5,4 mol/L) z 3 mL
roztworu heksacyjanozelazianu (III) potasu (4%). Mieszaniny utleniajgcej nie nalezy
przechowywaé diuzej niz przez 4 godziny.

2. Sporzadzenie wzorcowych roztworéw chlorowodorku tiaminy

e Do 6 ponumerowanych kolbek miarowych pojemnosci 10 ml odmierzy¢ kolejno: 0,0;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 i 2,5 ml roztworu chlorowodorku tiaminy o stezeniu 1 ug/ml i
uzupetni¢ do objetosci koncowej 10 ml roztworem kwasu siarkowego(VI) (0,05 M).

e Przygotowac 6 ponumerowanych kolbek Erlenmeyera 50 ml. Do kazdej z nich doda¢
po 8 ml odczynnika utleniajgcego a nastepnie przenie$¢ roztwory tiaminy z kolbek
miarowych do Kkolejnych kolbek Erlenmeyera. Opisa¢ doktadnie ktora kolba
Erlenmeyera zawiera ktory roztwor tiaminy. Odczeka¢ 10 minut.

e Nastepnie do kazdej kolby doda¢ po 10 ml izobutanolu, wytrzgsa¢ przez 1 minute i
pozostawi¢ do rozdzielenia warstw.

e Po rozdzieleniu warstw otrzymujemy wzorce tiaminy o st¢zeniach: 0,0; 0,05; 0,10;
0,15; 0,20; 0,25 pg/ml.



3. Przygotowanie roztworu prébki tiaminy o nieznanym stezeniu.

Do kolby miarowej 10 ml przenies¢ 5 ml roztworu chlorowodorku tiaminy o nieznanym
stezeniu (X; otrzymany od asystenta) i uzupetni¢ do 10 ml roztworem kwasu siarkowego(VI)
(0,05 M). Nastepnie przenies¢ roztwor z kolby miarowej do kolby Erlenmeyera zawierajacej 8
ml odczynnika utleniajacego i odczeka¢ 10 minut. Po tym czasie doda¢ 10 ml izobutanolu, po
czym wytrzasac¢ przez 1 minute i rozdzieli¢ warstwy.

4. Przygotowanie roztworu badanego produktu zawierajacego witamine B1.

Do 3 kolb miarowych 10 ml przenies¢ 0,5 g badanego produktu (SAMPLE; otrzymany od
asystenta) i uzupemi¢ do 10 ml roztworem kwasu siarkowego(VI) (0,05 M). Nastepnie
przenies¢ roztwor z kolby miarowej do kolby Erlenmeyera zawierajacej 8 ml odczynnika
utleniajacego i odczeka¢ 10 minut. Po tym czasie doda¢ 10 ml izobutanolu, po czym
wytrzgsaé przez 1 minute i rozdzieli¢ warstwy.

CZESC 2: SPEKTROSKOPIA

5. Dobér optymalnej dlugosci fali wzbudzenia i emisji — wykonanie widma absorbcji,
wzbudzenia i emisji tiochromu.

Zgodnie z instrukcjg obstugi spektrometru UV-Vis oraz spektrofluorymetru zarejestrowaé
widmo absorbcji, wzbudzenia i widmo emisji utlenionego chlorowodorku tiaminy.

Aby przygotowaé probke nalezy pobra¢ 2,5 ml warstwy organicznej (gorna warstwa)
roztworu o stezeniu 0,20 pg/ml i przenie$¢ roztwor do kuwety kwarcowej wskazanej przez
asystenta. Nastepnie korzystajac z spektrofotometru i spektrofluorymetru zarejestrowac
wymagane widma. Postepowaé wg wskazowek instrukcji obstugi spektroskopow oraz
wskazowek asystenta.

Zadanie: Wyznaczy¢ optymalng diugosé fali wzbudzenia Aex oraz emisji Agy.

6. Wykonanie pomiaréw natezenia fluorescencji préobek wzorcowych i probek do
oznaczenia.

Pomiary natezenia  fluorescencji nalezy wykona¢ zgodnie z instrukcjg —obstugi
spektrofluorymetru oraz wskazowkami asystenta dla wzorcowych roztworow chlorowodorku
tiaminy, roztworu proby badanej i roztworu badanego produktu.

Pobra¢ 2,5 ml warstwy organicznej (gorna warstwa) i zmierzy¢ jej natezenie fluorescencji
przy optymalnych dlugosciach fali wzbudzenia. Pomiar natezenia fluorescencji dla probki

(SAMPLE) oraz dla proby badanej (X) nalezy powtorzy¢ 3 razy.

Zadanie: Wyniki pomiarow zestawié w tabeli.




ARKUSZ WYNIKOW

Cwiczenie 32.

Imiona i nazwiska wykonujgcych ¢wiczenie:

Data i nr grupy:

Stezenie
chlorowodorku Natezenie fluorescencji | Uwagi
L.p. tiaminy [A.U.]
[ug/mi]

1. 0,00

2. 0,05

3. 0,10

4. 0,15

6. 0,20

7. 0,25

8. X

9. X

10. X

11. SAMPLE

12. SAMPLE

13. SAMPLE
NOTATKI:
Wyniki przyjalem e

data i podpis asystenta




OPIS DO CWICZENIA NR 2 [SZABLON]

Sprawozdanie z Cwiczenia nr 2 Data wykonania ¢wiczenia:
Ciagla produkcja poli(alkoholu winylowego)

Asystent prowadzacy ¢wiczenie: Data oddania sprawozdania:
Imiona i nazwiska os6b wykonujacych éwiczenie: Nr grupy:

Uwagi asystenta:

1. CEL CWICZENIA.

2. OPIS EKSPERYMENTU.

a)
b)

Zatgczenie widm absorbcji, wzbudzenia i emisji dla utlenionego chlorowodorku tiaminy.
Zwigzte przedstawienie czynnosci wykonywanych podczas ¢wiczenia.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

a)
b)

c)

d)

Roéwnanie zachodzacej reake;i.

Wykonanie wykresu kalibracyjnego natezenia fluorescencji od stezenie chlorowodorku
tiaminy f(C)=1. Wyznaczenie rownania wykresu i wspoltczynnika R,

Odczytanie z wykresu (uzywajac wyznaczonego w poprzednim punkcie réwnania)
stezenie tiaminy w probee X 1 probee badanego produktu SAMPLE.

Obliczenie btgdu oznaczania dla probki X

Blad bezwzgledny (AX) — bezwzgledna warto$¢ réznicy migdzy wartoscia rzeczywistg
(X*) a wartoscig otrzymanego wyniku - zadanie (X).

AX=|X*-X|
Blad wzgledny (AXwzgl.) — wyraza stosunek wielkosci btedu bezwzglednego (Ax) do

mierzonej wartos$ci rzeczywistej (X*). Blad wzgledny jest warto$cig niemianowang.
Wyrazony w procentach utatwia porownywanie wielkosci btedow pomiedzy soba.

4. DYSKUSJA WYNIKOW I WNIOSKI.
o (Czy cel ¢wiczenia zostal osiagniety?

e (Czy blad oznaczenia byl znaczacy, a jesli tak to czym bylo to spowodowane?

e Podczas jakich rzeczywistych proceséw produkcyjnych uzywa sie spektrofluorymetrii do
oznaczania zawarto$ci skladnikéw produktu?




