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עמוד 1 מתוך 4

ניסוי מס' 6
ספקטרופוטומטריה

קרא את הנספח מבוא לספקטרופוטומטריה.
הוראות הפעלה לספקטרופוטומטר
א. הפעל את המכשיר ע"י הזזת מתג ההפעלה  למצב ON. 

    הפעל את המכשיר כ- 30 דקות לפני המדידה כדי שיתייצב.

ב.  בחר את אורך הגל המתאים .

ג. קביעת ערך בליעת האפס:

- מלא קיווטה ( תא המדידה ) בתמיסת בלנק עד כדי מחציתה. נגב את הדפנות בנייר
       טישו עדין.
- הכנס את המבחנה למקום המתאים לה וסגור את המכסה. (הקפד שהסימן על
        המבחנה יהיה מול הקו בשקע).

- לחץ על לחצן האיפוס (0Abs, 100%T)
ד. ביצוע המדידה: 


- מלא קיווטה בתמיסה הנבדקת, כדי מחציתה. נגב את הדפנות בנייר טישו עדין.

- הכנס את המבחנה למקום המתאים לה וסגור את המכסה. (הקפד שהסימן על  
   המבחנה יהיה מול הקו בשקע).


- קרא את ערך הבליעה.

הערה: חזור על שלב ג' בכל פעם שאתה משנה את אורך הגל. כמו כן כאשר העבודה 
    נמשכת זמן רב יש לבדוק את האיפוס מפעם לפעם.

מטרת הניסוי: קביעת ריכוזה של חומצה אסקורבית בפרי הדר.
מכיוון שחומצה אסקורבית הינה חסרת צבע (אינה בולעת בתחום הנראה) הרי שעל מנת לקבוע את ריכוזה בשיטה ספקטרופוטומטרית בתחום הנראה  עליה להשתתף בתגובה כימית בה התוצר צבעוני וריכוזו נמצא ביחס ידוע וקבוע לריכוז החומצה האסקורבית.

בסביבה חומצית חומצה אסקורבית מחזרת ברזל תלת-ערכי לברזל דו-ערכי.
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יוני הברזל הדו-ערכי יוצרים עם אורתו-פננטרולין קומפלקס אדום. 
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לפי תגובות (1) ו-  (2) בליעת הקומפלקס פרופורציונית לריכוז החומצה האסקורבית (בתנאי שיוני הברזל נמצאים בעודף).

מהלך הניסוי

1.הכנת תמיסות לבניית עקומת כיול 
מכינים את התמיסות בבקבוקי מדידה של 50 סמ"ק.

	מספר הבקבוק
	1
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	3
	4
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	6

	* נפח בסמ"ק תמיסת חומצה    
 * * אסקורבית בריכוז 
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* השתמש בביורטה.

** הנך מקבל תמיסת חומצה אסקורבית בריכוז M 0.01 ועליך למהול אותה פי מאה כדי 
  לקבל תמיסה בריכוז 1×10-4   .
*** שים לב להכין את התמיסה המתאימה לקביעת ריכוז הנעלם במקביל להכנת התמיסות לעקומת הכיול בהתאם להוראות שבסעיף 2.
לתוך כל אחד משבעת הבקבוקים ( חמישה לעקומת כיול, אחד לבלנק ואחד לתמיסת הנעלם) הוסף על ידי משורות/ ביורטה את התמיסות הבאות:

1. כמות מתאימה של חומצה אסקורבית / מיץ פרי הדר
2. 10 סמ"ק תמיסת FeCl3 בריכוז 1.10-3M
3. 10 סמ"ק תמיסת בופר עם pH=4.5
4. 5  סמ"ק תמיסת אורטו-פננטרולין בריכוז 0.25%
5. מים מזוקקים עד לקו המסומן על בקבוק הכיול
תמיסת הבופר מורכבת מחומצה אצטית ומלח נתרן שלה. תפקיד תמיסת הבופר  הוא ייצוב של ה ferroin complex.

לאחר הוספת כל המרכיבים לבקבוק הכיול ערבב את התמיסה ע"י הפיכת הבקבוק הסגור, (החזק את הפקק ע"י האגודל!) כעשר עד חמש עשרה פעמים. המתן כ- 30 דקות לפיתוח הצבע. 

לצורך המדידות עליך להשתמש בשתי קיווטות, האחת לתמיסת הבלנק והשניה לשאר התמיסות. לפני כל מדידה שטוף את הקיווטה בתמיסה הנבדקת ונגב היטב בנייר טישו את הדפנות החיצוניות. בכל פעם שמשנים את אורך הגל יש לאפס את המכשיר בעזרת תמיסת הבלנק. 

מציאת אורך הגל בו הבליעה מקסימלית: מלא מחצית מהקיווטה באחת מהתמיסות שהכנת (עדיף להשתמש בתמיסה 3 או תמיסה 4 ) מדוד את הבליעות בתחום אורכי הגל 
495-525 nm . בצע מדידה כל 5 nm . על פי התוצאות קבע את אורך הגל בו הבליעה מקסימלית. 

יצירת עקומת כיול: באורך הגל בו הבליעה מקסימלית מדוד את הבליעה של שאר התמיסות. 

שרטט גרף המתאר את הבליעה האופטית כנגד ריכוז החומצה האסקורבית (עקומת כיול).
בעקומה זו תשתמש לקביעת ריכוז החומצה האסקורבית בתמיסת הנעלם.

שמור את התמיסות שהכנת לבניית עקומת הכיול, על-מנת שתוכל להשוות בין הצבע של תמיסת הנעלם לבין הצבע של תמיסות אלו (מדוע?).

2.קביעת  ריכוז החומצה האסקורבית בנעלם

הכנת נעלם: 

· סחוט 1-2 מ"ל מיץ מפרי הדר לתוך כוס יבשה.

·  סנן את המיץ בעזרת נייר סינון + משפך לתוך משורה של 10 מ"ל. מדוד את נפחו.
· העבר כ-0.5  מ"ל מתמיסת המיץ המסונן  לתוך בקבוק כיול של 50 מ"ל. הוסף את החומרים (2-5) לפי הסדר הרשום (כמו בתמיסות שהכנת לעקומת הכיול). השווה את הצבע המתקבל עם צבע התמיסות שהכנת בסעיף 1. אם הצבע כהה מדי הכן תמיסה חדשה מהולה יותר, לחילופין, אם הצבע בהיר מדי הכן תמיסה חדשה מרוכזת יותר.
שאלות הכנה:
1. מה תפקיד ה- FeCl3 בקביעת ריכוז החומצה האסקורבית?

2. מה המטרה של השימוש בתמיסת הבלנק?

3. קרן שעברה דרך תמיסה צבעונית גרמה להופעת זרם של 20 מיקרואמפר בגלאי. אותה קרן גרמה בלי לעבור דרך הדוגמא להופעת זרם של 60 מיקרואמפר. מהו אחוז ההעברה של התמיסה? מהי הבליעה של התמיסה? איזה זרם יופיע אם נכפיל את ריכוז התמיסה הנבדקת פי 2? מה יהיה אחוז  ההעברה אם נקטין את הדרך האופטית פי 2 (נשתמש במבחנה בעלת קוטר השווה לחצי מהקוטר של המבחנה הקודמת)?
4. בזמן הכנת התמיסות לבניית עקומת הכיול ( סעיף 1), אלו נפחים נדרש למדוד על ידי ביורטה ואלו נפחים ניתן למדוד על ידי משורה? הסבר.
� EMBED Equation.3 ���
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