Cwiczenie nr B2

OZNACZANIE ZAWARTOSCI
PROWITAMINY

A W SUPLEMENTACH DIETY METODA
SPEKTROFOTOMETRYCZNA

l. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczanie zawartosci [3-karotenu metoda spektrofotometrii
absorpcyjnej w suplementach diety:

1. Tabletki "Relastan Sun" (Novascon), 60 tabletek/800 ug
2. Kapsuiki "Beta-karoten" (WALMARK), 100 szt./6 mg

Il. Zagadnienia wprowadzajace

Wtasciwosci optyczne substancji

Absorpcja promieniowania elektromagnetycznego
Oddziatywanie promieniowania elektromagnetycznego z materig
Prawa Lamberta-Beera

AR

Charakterystyka B-karotenu
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lll. Czes¢ teoretyczna
lll. 1. Wprowadzenie

Oddziatywanie $wiatla (rozumianego jako strumien fotonéw) z materig (zbiorem atoméw lub
czasteczek) wywoluje nastepujace zjawiska:

— emisj¢ spontaniczng, w wyniku ktérej foton emitowany jest samorzutnie przez
wzbudzony atom,

— emisj¢ wymuszong, w wyniku ktérej foton oddzialujacy ze wzbudzonym atomem
wymusza emisj¢ identycznego fotonu przez ten atom,

— absorpcje, w wyniku ktérej foton zostaje pochloniety przez atom, a ten przechodzi
w stan wzbudzony.

Aby $wiatlo bylo absorbowane przez materi¢ energia fotonéw musi odpowiadac
réznicy energii pozioméw energetycznych w atomach lub czasteczkach, z ktérymi oddziatuje.
Energia fotonéw jest bezposrednio zwigzana z dlugos$cig fali $wiatla, inaczej mowiac, z jego
barwa. Wykorzystuje si¢ to do identyfikacji nieznanych substancji, badajac absorpcje §wiatta o
roznych dtugoéciach fali przez dang substancje - jest to tzw. absorpcyjna analiza
spektroskopowa.

Absorpcja (pochlanianie) $wiatla przez dang substancje zalezy zaréwno od
wiasciwosci tej substancji (zdolnosci pochtaniania $wiatta o danej dlugosci fali) jak i jej stezenia.
Pierwszy czynnik opisywany jest tzw. wspotczynnikiem absorpcji a, natomiast drugi
(stezenie c¢) - liczbg atomdéw lub czasteczek znajdujacych si¢ w okreslonej objetosci.
Mozemy to sobie wyobrazi¢ na przykladzie barwnika rozpuszczonego w bezbarwnej cieczy
(np. wodzie): roztwor taki bedzie tym ciemniejszy (czyli tym bardziej bedzie absorbowat
$wiatto) im silniej sam barwnik absorbuje §wiatto oraz im wigcej barwnika rozpuscimy. Fakt
ten pozwala mierzy¢ stezenia rdznych substancji rozpuszczonych w cieczach (np.
zanieczyszczen wody) poprzez pomiar absorpcji §wiatla.

[lo§¢ materii, z ktérg oddziatuje §wiatlo zalezy rowniez od drogi, ktorg Swiatlo pokonuje
w osrodku. Jesli §wiatto przechodzi przez osrodek o pewnej grubosci, to im grubszy jest ten
osrodek, tym wiecej $wiatlta zostanie zaabsorbowane.

Wielkoscig, ktora pozwala jednoznacznie okreslac ,.ilos¢ §wiatla", jest jego natczenie.
Natezenie $wiatla definiujemy jako moc fali $wietlnej padajacej na jednostk¢ powierzchni.
Zazwyczaj (to jest, nie przy bardzo duzych natezeniach $wiatta) mamy do czynienia z tzw.
liniowg absorpcja $wiatla, to znaczy - natgzenie $wiatlta zaabsorbowanego przez osrodek
o danej grubosci jest wprost proporcjonalne do natgzenia §wiatta padajacego na ten osrodek.

Analiza kolorymetryczna wykorzystuje zjawisko pochtaniania §wiatta przez roztwory
do iloSciowego oznaczania substancji barwnych, ktére mogg powsta¢ w wyniku reakcji
oznaczanego skladnika z odpowiednim odczynnikiem. Jezeli $wiatto pochlaniane odpowiada
dlugosci fali z zakresu 400-760 nm, to roztwor pochtaniajacy jest barwny. Jak wspomniano
wczesniej, intensywno$¢ zabarwienia zalezy od stezenia roztworu i jest wykorzystywana do
oznaczania ilo$ci substancji rozpuszczonej w badanym roztworze. Istnieje wiele sposobdéw
pomiaru intensywnosci zabarwienia roztwordw. We wszystkich tych przypadkach

wykorzystuje si¢ te same prawa absorpcji Swiatla przez roztwor.
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lll. 2. Prawa absorpcji sSwiatta

Podczas badania pochtaniania $wiatta przez roztwér, ten ostatni umieszcza si¢
w przezroczystym naczynku zwanym kuwetg. Najczesciej kuweta ma przekrdj prostokatny
a jej Scianki sg do siebie réwnolegte. Jezeli zalozymy, ze na jedng ze Scianek kuwety pada
strumien $wiatla o natezeniu /, to $wiatto to zostaje czesciowo odbite od powierzchni kuwety
1)), czesciowo zaabsorbowane przez substancje rozpuszczong w roztworze znajdujgcym si¢
w kuwecie (I,), a pozostala jego cze$¢ (I) przechodzi przez kuwete z roztworem. Tak wiec
mozemy przyjac, ze:

I, =1+1 +1, (1)

Poniewaz kuwety sg wykonane z bardzo przezroczystych materiatéw (szkto lub kwarc),
to odbicie §wiatta od powierzchni kuwet jest bardzo mate i mozna zatozy¢, ze I,=0.
Woweczas rownanie (/) mozna uproscic¢ do postaci:

I,=1+1I, )

Z wielkosci wystgpujacych w tym réwnaniu, zmierzy¢ mozna I, i I. Czes¢ $wiatla,
ktére zostalo zaabsorbowane, mozna obliczy¢ z réznicy 1,- 1.

Wczesdniej zauwazono, ze pochlanianie $wiatla zalezy od grubosci warstwy
pochtaniajgcej. Podstawowym prawem formulujgcym te zaleznosci jest prawo podane przez
Lamberta. Zgodnie z tym prawem, warstwy takiego samego roztworu o jednakowej
grubosci, w identycznych warunkach pochtaniaja zawsze taka sama cz¢$¢ padajacego na
nie promieniowania. Prawo Lamberta wyrazamy wzorem:

I=1," €))

gdzie I oznacza nat¢zenie promieniowania przepuszczonego, I, to nat¢zenie promieniowania
padajacego, [ to grubos¢ warstwy absorbujgcej, a jest wspélczynnikiem absorpcji
charakterystycznym dla substancji pochtaniajacej $wiatlo a e to podstawa logarytméw
naturalnych.

Absorpcja $wiatta zalezy réwniez od stgzenia substancji absorbujacej w roztworze. Beer,
obserwujac absorpcje $wiatla przez roztwory barwne o réznym stezeniu stwierdzil, ze absorpcja
$wiatla jest proporcjonalna do stgzenia substancji pochtaniajacej w roztworze. Zalezno$¢ miedzy
nat¢zeniem (/,) Swiatla padajgcego na warstwg roztworu o grubosci / i stgzeniu ¢ mozna
przedstawi¢ wzorem:

=1 (4)
gdzie c to stezenie molowe substancji absorbujacej swiatto w roztworze, [ to grubos¢ warstwy
roztworu a € to wspélczynnik absorpcji, charakterystyczny dla substancji. Réwnanie 4 oznacza,
ze natezenie $wiatta przechodzacego przez probke roztworu (/) uzaleznione jest od grubo$ci warstwy
pochtaniajacej (1), od stezenia substancji pochtaniajacej (c), od natgzenia promieniowania padajacego na
prébke (I,) oraz whasciwosci substancji pochtaniajacej (£). Réwnanie to jest znane jako prawo
Lamberta-Beera.
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Po przeksztatceniu powyzszej zaleznosci otrzymujemy:

1 ,
In—=-¢€cl 5
i &)

o

lub:

1 ,
In—2 = £cl (©)
1
Wprowadzajac logarytm dziesi¢tny otrzymujemy nastepujaca zalezno$c:
1
log 7" =&l (@,

w ktdrej ¢ jest stezeniem molowym a £ to molowy wspétczynnik absorbancji (ekstynkcja).
Roéwnanie (7) definiuje pojgcie absorbancji (A):

I
A=log— )

Absorbancja A stuzy do ilo$ciowego opisu zjawiska absorpcji promieniowania, czyli zmiany
jego natezenia po przejsciu przez jaki$ osrodek.
Laczac rownania (7) i (8) otrzymujemy zalezno$¢ zwang prawem Lamberta-Beera:

A= gl ©)

Stosunek natezenia promieniowania przepuszczonego przez roztwor (1) do natgzenia
promieniowania padajacego (/,) na ten roztwdr nazywamy transmitancjg i oznaczamy jako 7, czyli:

T=— (10)

Z. poréwnania réwnan (8) i (10) wynika, ze
A=—-logT an

Prawo Lamberta-Beera odnosi si¢ do przypadku, gdy w roztworze znajduje si¢ jedna
substancja absorbujgca, $wiatlo jest monochromatyczne i skolimowane.

Prawo addytywnosci absorbancji dotyczy przypadku, gdy w probce znajduje si¢ n
réznych substancji o stezeniach c¢;, ¢, .. 1 ¢, -charakteryzujacych si¢ molowymi
wspolczynnikami absorbancji &, &, ... i &. Absorbancja probki jest wtedy réwna sumie
absorbancji jej poszczegdlnych sktadnikdw:

A=gcl+ec,l+..+ec,l=) ecl (12)

Prawa dotyczace absorpcji §wiatla przez roztwor sg spetniane tylko wtedy, kiedy w tych
roztworach nie zachodzg zadne reakcje migdzy substancjg absorbujaca a rozpuszczalnikiem
oraz migdzy czasteczkami substancji absorbujacej. Gdy spelnione jest prawo Lamberta-

Beera, zalezno$¢ miedzy absorbancja A i st¢zeniem roztworu ¢ przedstawia linia prosta,
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przechodzaca przez poczatek ukladu wspétrzednych (linia 1 na rysunku 1). Otrzymanie w
wyniku pomiaréw krzywych typu 2 lub 3 wskazuje, ze uklad w danych warunkach
pomiarowych nie stosuje si¢ do prawa Lamberta-Beera. Odstepstwa mogg by¢ spowodowane
albo zmianami chemicznymi zachodzacymi w roztworze, albo warunkami pomiaru
wykonanego za pomoca nie do$¢ precyzyjnego przyrzadu. Chemiczne odstepstwa wynikaja z
reakcji przebiegajacych w roztworze w miar¢ wzrostu stezenia sktadnika oznaczanego. Moga
to by¢ reakcje polimeryzacji lub kondensacji czasteczek lub jonéw absorbujacych, reakcje
migdzy jonem (czasteczkg) absorbujacym i rozpuszczalnikiem albo, w przypadku uktadéw
wielosktadnikowych, dodatkowe reakcje migdzy poszczegdlnymi sktadnikami.

Rys. 1. Krzywe A = f(c) w zalezno$ci od stosowania lub niestosowania sie uktadu do prawa
Lamberta-Beera.

lll. 3. B-karoten

Karoteny sg barwnikami wystepujacymi w zottych i zielonych czgéciach roélin. Z
materialu ros§linnego ekstrahuje si¢ je mieszaning acetonu i eteru naftowego. W tych
warunkach do wyciaggu przechodzi o-, B- i y-karoten, a ponadto chlorofil, ksantofil i likopen.
B-karoten mozna oddzieli¢ na kolumnie chromatograficznej stosujac jako eluent eter naftowy.
W suplementach diety najcze$ciej stosuje si¢ [-karoten w postaci roztworu olejowego lub
krystalicznej. Zawarto$¢ B-karotenu w uzyskanym roztworze oznacza si¢ kolorymetrycznie.
Krzywa wzorcowg wykonuje si¢ stosujac jako wzorce wodne roztwory dichromianu
potasowego o réznych st¢zeniach odpowiadajacych okreslonemu stezeniu B-karotenu.

Rys. 2. Struktura chemiczna p-karotenu.
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IV. Czes¢ doswiadczalna

IV. 1. Aparatura i odczynniki

1. Aparatura:
— spektrofotometr
— wiréwka
— kuwety o grubosci d =1 cm
— kolby miarowe o poj. 10 cm’ - 6 szt.
— kolba miarowa o poj. 100 cm’
— pipety miarowe o poj. 2 cm’- 2 szt.
— pipety miarowe o poj. 20 cm’- 3 szt.
— zlewki o poj. 25 cm’- 2 szt.
— strzykawki - 2 szt.

2. Odczynniki:
— krystaliczny dichromian potasu
— eter naftowy
— Tabletki "Relastan Sun" (Novascon), 60 tabletek / 800 ng
— Kapsutki "Beta-karoten" (Walmark), 100 szt. / 6 mg

IV. 2. Przygotowanie roztworow

1. Roztwér podstawowy dichromianu potasu o stezeniu 0,72 g/100 cm’
Odwazy¢ 0,72 g krystalicznego dichromianu potasu i przenie$¢ do kolby miarowej o
pojemnosci 100 cn’. Dopetni¢ woda destylowana do kreski.
2. Wykonanie roztworéw do krzywej kalibracyjnej
— Do szesciu kolbek miarowych o pojemnosci 10 cm’ odmierzy¢ kolejno: 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,8
i 1,0 cm® roztworu podstawowego i uzupetni¢ woda destylowang do kreski.
— Obliczy¢ stezenia dichromianu potasu w uzyskanych roztworach - wyrazié je w mg/ cm’.
— Zmierzy¢ wartosci absorbancji dla kazdego roztworu. Pomiar przeprowadza si¢ za pomoca
spektrofotometru Spekol, przy dtugosci fali 450 nm, wobec wody jako odno$nika.

IV. 3. Preparatyka kapsutki i pomiar absorbanciji

UWAGA!
UZYWAC SUCHYCH NACZYN, PIPET I KUWET!
W przypadku gdy sa one mokre nalezy przemy¢ je niewielka ilo$cig acetonu i wysuszy¢
W strumieniu zimnego powietrza.

1. Nala¢ do zlewki 10 cm? eteru naftowego.
2. Kapsulke o masie 210 mg przeklu¢ (OSTROZNIE!) igla ze strzykawka. Kapsutka
powinna mie¢ dwa otwory. Przesuna¢ igle tak, aby jej koniec znajdowat sie¢ w kapsutce.
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Wtozy¢ kapsulke do kolbki z eterem i kilka razy, poruszajgc tlokiem strzykawki,
wyplukiwaé zawartos¢ kapsutki eterem z kolbki.

Zla¢ zawartos¢ zlewki nr 1 zawierajacej [-karoten do kolbki miarowej
0 pojemnosci 25 cm’ . Kilka razy wypluka¢ zlewke¢ nr 1 niewielka iloscig eteru. Laczna
objeto$¢ ekstraktu eterowego nie moze przekroczy¢ 25 cm’. Uzupetnié eterem kolbe do
kreski.

Pobra¢ 0,1 cm’ tak przygotowanego roztworu i przenies¢ do kolby miarowej
o pojemnosci 10 cm’. Objetos$é kolby miarowej uzupehni¢ eterem do 10 cm® (roztwér
rozcienczony).

Zmierzy¢ warto$§¢  absorbancji  koncowego roztworu [B-karotenu  (roztworu
rozcienczonego) na spektrofotometrze Spekol, przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jako
odnosnik eter naftowy.

Pusta kapsutke rozcigé i pozostawi¢ do wyschnigcia. Zwazy¢ suchg kapsutke.

IV. 4. Preparatyka tabletki i pomiar absorbanciji

. Rozgnieciong tabletke o masie ok. 400 mg przenies¢ do kolby miarowej

o pojemnosci 25 cm’. Zawarto$é zalaé woda o temperaturze 30°C. Wytrzasaé¢ az do
catkowitego przejscia barwnika do roztworu.

Pobraé¢ 1 cm’ zawiesiny i przenies¢ do probéwki.

Probéwke umiesci¢ w wirdwce i wirowac 5 minut.

Otrzymany roztwor zla¢ do kolby miarowej o pojemnosci 25 cm’ i dopetni¢ objgtos¢
kolby woda destylowang do kreski.

Zmierzy¢ absorbancje otrzymanego roztworu na spektrofotometrze, przy dlugosci fali 450
nm, wobec wody jako odno$nika.

. Opracowanie wynikow

Wiedzac, Ze roztwér wodny dichromianu potasu o stezeniu 0,36 mg/cm’ odpowiada

barwie eterowego roztworu B-karotenu o stezeniu 2,08 ug/cm’, uzupetni¢ dane w tabeli 1.

1.

2.

3.

4.

Na podstawie danych zawartych w tabeli 1 sporzadzi¢ krzywa kalibracyjng, tj.
zalezno$¢ absorbancji (roztworéw dichromianu potasowego) od st¢zenia [3-
karotenu.

Obliczy¢ parametry regresji liniowej krzywej kalibracyjnej i warto§¢ wspolczynnika
dopasowania R,

Obliczy¢ zawartos¢ B-karotenu w badanej prébce (w mg) uwzgledniajac rozcienczenie
roZtworow.

Otrzymany wynik zawartosci B-karotenu (w mg) przeliczy¢ na ekwiwalent witaminy A
wiedzac, ze 10 mg B-karotenu jest rowne 500 pug eqv. witaminy A.
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Tabela 1. Skala wzorcow do oznaczania B-karotenu.

Objetosc Stezenie Odpowiadajace ]
podstawowego dichromianu potasu wartos$ci stgzenia Absorbancja )
Lp. roztworu B-karotenu Wf)dnthl_ roztworow
dichromianu potasu dichromianu potasu
[em’] [mg/ e’ [ng/ cm’]

1 0,2
2 0,3
3 0,4
4 0,5
5 0,8
6 1,0




