LABORATORIUM 6

ZIELONA CHEMIA KOORDYNACYJNA - ILOSCIOWE WYZNACZANIE ZAWARTOSCI
ZELAZA W PREPARACIE FARMACEUTYCZNYM

WPROWADZENIE LITERATUROWE

Aby wykorzystac do analizy chemicznej technike spektrofotometrii UV-Vis, analizowana prébka (analit)
musi absorbowad swiatto w zakresie UV-vis (200-800 nm), ktérego ilos¢ jest proporcjonalna do stezenia
analitu zgodnie z prawem Beera-Lamberta:

A=¢glc
Gdzie:
A to absorbancja,
¢ [M-cm™] to molowy wspdtczynnik absorpcji specyficzny dla kazdej substancji,
| [cm] to dtugosc drogi optycznej (szerokosé kuwety pomiarowej),
¢ [M] to stezenie analitu.

W przypadku, gdy analit nie absorbuje lub bardzo stabo absorbuje promieniowanie w obszarze UV-Vis,
konieczne jest przeksztatcenie go w pochodng chromogenng, ktéra moze pochtania¢ promieniowanie
w tym zakresie. Na przyktad, aby oznaczy¢ zawartosé jonéw Fe(ll) w badanej prébce, dodaje sie do niej
1,10-fenantroline (ligand), ktdora tworzy z jonami zelaza(ll) pomaranczowo-czerwony zwigzek
koordynacyjny, ktérego maksimum absorbcji wystepuje przy dtugosci fali 510 nm. Nalezy jednak
pamieta¢, ze ligand ten nie powinien by¢ wykorzystywany do badan prébek biologicznych ze wzgledu
na jego toksyczne wtasciwosci w odniesieniu do organizméw zywych (ludzie, zwierzeta, a takze
ekosystemy wodne).

Zielona chemia to dziedzina chemii i inzynierii chemicznej, ktdrej celem jest projektowanie proceséw
chemicznych (synteza, analiza), przy minimalnym zuzyciu i wytwarzaniu niebezpiecznych substancji.
Jednym z takich sposobdéw jest zastgpienie toksycznych chemikaliow poprzez ich bezpieczniejsze
odpowiedniki lub zastosowanie metod alternatywnych.
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Katechiny to zwigzki polifenolowe obficie wystepujgce w herbacie. Niektdre z nich, takie jak np. galusan
epikatechiny, posiadaja w swojej strukturze 3 grupy hydroksylowe, ktére biorg udziat w tworzeniu
chelatowych komplekséw z jonami zelaza(lll) (Rysunek 1).
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Rysunek 1. Schemat reakcji jonow zelaza(lll) ze zwigzkiem polifenolowym.

W tym doswiadczeniu jako czynnik chromogenny zastosowano naturalny odczynnik (zwigzki
polifenolowe) wyekstrahowany z lisci herbaty. Roztwdr ekstraktu z lisci herbaty tworzy barwne
kompleksy zaréwno z jonami Fe(ll), jak i Fe(lll), przy czym te ostatnie wykazujg wyzszg wartosc
molowego wspdtczynnika absorpcji. Pojawienie sie barwy jest wynikiem utworzenia zwigzku
koordynacyjnego z jonami Fe(lll) przy udziale dwdch wicynalnie skonfigurowanych grup
hydroksylowych zwigzku polifenolowego.

CEL BADAWCZY
= Podkreslenie roli ,zielonej chemii” i wptywu toksycznych chemikaliow na srodowisko i zdrowie
cztowieka.

= |loSciowe oznaczenie zawartosci jondw zelaza(lll) w badanym preparacie z wykorzystaniem
absorpcyjnej spektrofotometrii w zakresie swiatta widzialnego.

=  Przygotowanie serii roztworéw wzorcowych w celu wyznaczenia krzywej kalibracyjne;j.

=  Wykorzystanie procesu kompleksowania oznaczanych jonéw zelaza(lll) do analizy, przy uzyciu
ekstraktu z herbaty jako czynnika chromogennego.

= (Oznaczenie zawartosci jondw zelaza w analizowane] prébce farmaceutyku.

DO SAMODZIELNEGO PRZYGOTOWANIA

MATERIAL DO OPANOWANIA: Fizykochemiczne wtasciwosci zelaza, zwigzki koordynacyjne zelaza, rola
i znaczenie biologiczne jondw zelaza, zrédta jondw zelaza w diecie, skutki niedoboru zelaza
w organizmie cztowieka, spektrofotometria UV-Vis, metoda krzywej wzorcowej, zasady zielonej chemii
i przyktady ich zastosowania.

PLAN PRACY W LABORATORIUM: w oparciu o szczegétowa instrukcje do LABORATORIUM
przygotowaé w formie notatek (indywidualny dziennik/zeszyt Studenta) spis szkta laboratoryjnego oraz
odczynnikéw niezbednych do przeprowadzenia eksperymentu.

UWAGA: wszystkie notatki z powyzszej listy POWINNY by¢ przedstawione (poddane
sprawdzeniu) Prowadzgcemu PRZED przystgpieniem do pisania kolokwium z materiatu
LABORATORIUM!



INSTRUKCIJE DO LABORATORIUM 6

ZIELONA CHEMIA KOORDYNACYJNA - ANALIZA ILOSCIOWA ZELAZA
W PREPARACIE FARMACEUTYCZNYM

1. BUFOR OCTANOWY O pH 4,8

Przygotowac¢ 0,2 M bufor octanowy o pH 4,8 rozpuszczajagc w duzej zlewce (1000 ml) 14,42 g
uwodnionego octanu sodu (CH;COONa-3H,0) lub 8,693 g bezwodnego (CH;COONa) w okoto 800 ml
wody dejonizowanej, dodajgc 5,45 ml stezonego kwasu octowego (CHsCOOH). Zlewke umiesci¢ na
mieszadle magnetycznym i dobrze mieszajgc sprawdzi¢ pH tak przygotowanego buforu za pomoca
papierka wskaznikowego lub pH-metru. W razie potrzeby dostosowaé pH za pomoca rozcieficzonego
kwasu solnego (HCI) lub wodorotlenku sodu (NaOH). Na koniec dostosowac objetosé roztworu
buforowego do 1000 ml w kolbie miarowej, uzywajgc wody dejonizowanej. Przygotowany bufor
przela¢ do zakrecanej butelki 1000 ml. Sprawdzi¢ pH otrzymanego buforu, ktére powinno wynosic ok.
4,8. Podpisac butle jako BUFOR ocTANOWY.

Uwaga! Prace ze stezonym kwasem octowym (CH3COOH) powinno sie wykonywac pod dygestorium z
zachowaniem zasad bezpieczenstwa!

2. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW ZELAZA(I11) DO KRZYWEJ KALIBRACYJNEJ

Przygotowad pie¢ kolb miarowych (25 ml) i odpowiednio je podpisac. Przygotowaé w nich serie
roztworéw roboczych Fe(lll) o stezeniach odpowiednio: 10, 20, 30, 40 i 50 mg/dm? poprzez
rozcieiczanie odpowiedniej objetosci WZORCA ROBOCZEGO (o stezeniu 250 mg/dm?3) i uzupetnianie do
kreski BUFOREM ocTANOowyM. Wszystkie obliczenia przygotowa¢ w dzienniku laboratoryjnym, a
otrzymane wartosci zapisa¢ w Tabeli 1.

3. PRZYGOTOWANIE CHROMOFORU KOMPLEKSUJACEGO JONY Fe(lll) (EKSTRAKT Z HERBATY)

Do zlewki (250 ml) wtozy¢ torebke herbaty Lipton Black Tea, ktorg kolejno zala¢ 50 ml gorgcej wody
dejonizowanej i zaparzac jg przez 10 minut. Po tym czasie wyjg¢ torebke ze zlewki, a jej zawartos¢
rozciefczy¢ BUFOREM OCTANOWYM do objetosci ok. 250 ml. Zlewke podpisaé: ROZTWOR CHROMOFORA

4. PRZYGOTOWANIE PROBKI ZAWIERAJACEJ TABLETKE SUPLEMENTU/LEKU/FARMACEUTYKU
Produkt/y leczniczy/e do analizy wskazuje Prowadzacy!

INFORMACIJE WSTEPNE

Przed przystgpieniem do przygotowania roztworu analizowanej prébki zapisa¢ w raporcie (Tabela 2)

szczegdtowe informacje o farmaceutyku, takie jak nazwa, producent, numer partii, wtasciwosci

fizyczne produktu (kolor, kapsutka lub pigutka), ilos¢ zelaza w tabletce, a takie inne sktadniki

wymienione na etykiecie produktu.

PRZYGOTOWANIE ROZTWORU PROBKI DO ANALIZY
Uwaga! Praca ze stezonym kwasem solnym (HCI) oraz nadtlenkiem wodoru (H20,) musi odbywa¢ sie
pod wyciggiem z zachowaniem zasad bezpieczenstwa!

1. Zwazy¢ dwie tabletki otrzymanego preparatu i zapisa¢ w Tabeli 2 Srednig mase jednej tabletki.

Rozetrzed tabletki w mozdzierzu.

3. Odwazy¢ do analizy (na wadze analitycznej, w naczynku wagowym) ilo$é roztartego proszku
odpowiadajgcg mniej wiecej masie jednej tabletki. Zapisa¢ w Tabeli 1 (z doktadnoscig do 4-go
miejsca po przecinku) odwazong mase.

N



4.

Przenies¢ iloSciowo odwazong porcje preparatu do zlewki (250 ml) zuzywajgc na przeptukanie
naczynka wagowego nie wiecej niz 50 ml wody dejonizowanej. Dodac¢ do zlewki 2 ml stez. HCl,
przykry¢ szkietkiem zegarkowym i catosé ogrzewaé na palniku przez 1 godzine. Roztwor
powinien sie zagotowac (trawienie).

Po ostudzeniu strawionej prébki przefiltrowac jg ilosciowo do kolby miarowej (100 ml) i
dopetnié¢ kolbe do kreski za pomocg BUFORU OCTANOWEGO. Podpisac kolbe.

Przenies¢ 1 ml roztworu przygotowanego w pkt. 5 do kolby miarowej (25 ml), dodac 0,5 ml 30%
nadtlenku wodoru (H,0,) i cato$s¢ mieszaé recznie do momentu zaniku wydzielajgcych sie
pecherzykéw gazu. Nastepnie dopetnié roztwdr do kreski za pomocg BUFORU OCTANOWEGO i
pozostawi¢ na 15 min, aby zapewni¢ catkowite utlenianie Fe(ll) do Fe(lll).

5. POMIAR ABSORBANCIJI ROZTWOROW WZORCOWYCH CHROMOFOR-Fe(lll)
Wtaczyé spektrofotometr jednowigzkowy (spekol) na okoto 10 minut przed rozpoczeciem pomiardéw,
a w tym czasie zapoznac sie z instrukcjg jego obstugi.

ABSORBANCJA SLEPEJ PROBY

1.
2.

Ustawic spekol na wybrang dtugos¢ fali (570 nm).

Wstawic do urzadzenia kuwete napetniong buforem octanowym (odnosnik) i wykona¢ pomiar
absorbancji (linia bazowa).

Przygotowad roztwor-0 (probka nie zawierajgca zelaza) poprzez wymieszanie w zlewce (25 ml)
10 ml RoOzTWORU CHROMOFORA (ekstrakt herbaciany) z 5 ml BUFORU OCTANOWEGO. Po
wymieszaniu odmierzy¢ do kuwety 3 ml otrzymanej mieszaniny, wigczy¢ stoper i po 3
minutach wykona¢ pomiar absorbancji roztworu-0, a otrzymany wynik zapisa¢ w Tabeli 3.

ABSORBANCIA ROZTWOROW WZORCOWYCH (KRZYWA KALIBRACYINA)

4.

5.

Przygotowad roztwor-1 poprzez wymieszanie w zlewce (25 m) 10,00 m| ROZTWORU CHROMOFORA
(ekstrakt z herbaty) z 5,00 ml roztworu Fe(lll) o danym stezeniu. Po wymieszaniu odmierzy¢ do
kuwety 3 ml otrzymanej mieszaniny, wigczyé stoper i po 3 minutach wykonaé¢ pomiar
absorbancji roztworu-1, a otrzymany wynik zapisa¢ w Tabeli 3.

Te samg procedure zastosowaé w przypadku pozostatych roztworéw 2 — 5 zawierajgcych
Fe(lll) o znanych stezeniach (20, 30, 40 i 50 mg/dm?)

6. POMIAR ABSORBANCJI ROZTWOROW PROBKI/PROBEK O NIEZNANEJ ZAWARTOSCI ZELAZA

1.

Przygotowac Slepg probe poprzez wymieszanie w zlewce (25 ml) 5 ml roztworu badanej prébki
(leku lub suplementu) z 10 ml BUFORU OCTANOWEGO. Catos¢ dobrze wymieszac, wigczy¢ stoper
w momencie mieszania, odmierzy¢ do kuwety 3 ml tak otrzymanego roztworu, wtozy¢ jg do
spekola i po uptywie 3 minut zarejestrowac wartos¢ absorbancji. Otrzymany wynik zapisaé
wynik w Tabeli 3.

Pomiar absorbancji zelaza w roztworze badanej prébki wykona¢ doktadnie w ten sam sposdb,
wprowadzajgc w miejsce BUFORU OCTANOWEGO 10,00 ml| ROZTWORU CHROMOFORA (ekstrakt
herbaciany).

Od wartosci absorbancji badanej probki nalezy odjgé wartosé absorbancji odczytanej dla Slepej
proby. Otrzymany wynik zapisa¢ wynik w Tabeli 3.



RAPORT Z LABORATORIUM 6
ZIELONA CHEMIA KOORDYNACYJNA - ANALIZA ILOSCIOWA ZELAZA
W PREPARACIE FARMACEUTYCZNYM

TABELA 1. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW ROBOCZYCH ZELAZA O ZNANYM STEZENIU

Stezenie przygotowywanego Pobrana objetos¢ roboczego Objetos¢ koncowa
roztworu Fe(lll) w mg/dm? roztworu wzorcowego Fe(lll) o przygotowywanego
stezeniu 250 mg/dm? roztworu w ml

10 25

20 25

30 25

40 25

50 25

TABELA 2. INFORMACIJE O BADANYM PREPARACIE

Badany preparat farmaceutyczny:

Producent i nr. partii:

Data waznosci:

Wiasciwosci fizyczne preparatu:

Zawartos¢ masowa (procentowa) zelaza w
jednej tabletce deklarowana przez producenta:

Postac zelaza w preparacie:

Masa ,,naczynka” wagowego (tara):

Masa ,,naczynka” wagowego z dwoma
tabletkami (brutto):

Masa dwdch tabletek (netto):

Srednia masa jednej tabletki:

Masa ,,naczynka” wagowego (tara):

Masa ,,naczynka” wagowego ze sproszkowanga
tabletka (brutto):

IMASA ODWAZONEJ DO ANALIZY PROBKI (NETTO):




TABELA 3. ZAREJESTROWANE WARTOSCI ABSORBANCII

Seria rozcienczen — krzywa kalibracyjna

Wartos¢ absorbancji Wartos$¢ absorbancji
Badany roztwor przy A =570 nm przy A =570 nm
(zmierzona) (po odjeciu Slepej proby)

chromofor + bufor ($lepa préba)
roztwor-0

chromofor + roztwor Fe(lll)
roztwor-1 (c =10 mg/dm?3)

chromofor + roztwor Fe(lll)
roztwor-2 (c =20 mg/dm?)

chromofor + roztwor Fe(lll)
roztwor-3 (c =30 mg/dm?)

chromofor + roztwadr Fe(lll)
roztwér-4 (c =40 mg/dm3)

chromofor + roztwadr Fe(lll)
roztwér-5 (c =50 mg/dm3)

Badana probka

bufor + badana prébka
(Slepa préba)

chromofor + badana prébka

OPRACOWANIE UZYSKANYCH WYNIKOW:

1. Narysowaé krzywa kalibracyjng, wykreslajgc stezenia roztworow Fe(lll) (o$ X) wzgledem
zarejestrowanych wartosci absorbancji (oS Y) roztwordw chromofor-Fe(lll). Pamietaé
o uwzglednieniu Slepej préby. Narysowac linie trendu i wyznacy¢ réwnanie prostej oraz
warto$é wspdtczynnika R2.

2. Obliczy¢ stezenie jondw Fe(lll) w roztworze prébki badanej, wykorzystujgc wartos¢ absorbancji
roztworu prébki oraz réwnanie regresji liniowe;j.

3. Uwzgledniajac wspétczynnik rozcienczenia, obliczy¢ zawarto$é¢ zelaza w masie preparatu
pobranego do analizy.

4. Uwzgledniajagc srednig mase tabletki, obliczy¢ zawartos¢ jonéw Fe(lll) w jednej tabletce
badanego preparatu.

5. Przedyskutowaé otrzymany wynik.
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