Ćwiczenie 2 
Oznaczanie zawartości d-panthenolu w produktach kosmetycznych metodą spektrofotometrii w zakresie widzialnym (VIS)
Cel ćwiczenia: Oznaczenie zawartości d-panthenolu w kremie do rąk  metodą  
                         spektrofotometryczną VIS


Witamina B5 (kwas pantotenowy) jest naturalnym składnikiem występującym
w skórze i włosach, niezbędnym do ich prawidłowego formowania się. Jej niedobór powoduje szorstkość i łuszczenie skóry, a włosy tracą połysk i szybciej siwieją. Ponieważ czysty kwas pantotenowy jest nietrwały w roztworach wodnych, w kosmetyce stosuje się jego stabilną pochodną  (prowitaminę B5), która wykazuje taką samą aktywność biologiczną.

D-panthenol (prowitamina B5) jest pochodną -alaniny związanej amidowo
z kwasem -dihydroksy--dimetylomasłowym (rys.1). Ze względu na swoje właściwości, stosowany jest niemal we wszystkich preparatach pielęgnacyjnych i kosmetycznych. Duża polarność cząsteczki i obecność grupy amidowej powoduje, że d-panthenol łatwo przenika w głąb skóry, włosów i paznokci, gdzie ulega przekształceniu w kwas pantotenowy. Intensywnie nawilża, zmiękcza i wygładza naskórek. Skutecznie łagodzi podrażnienia, działa kojąco na wrażliwą skórę oraz błony śluzowe. Ponadto wygładza powierzchnię włosów, przywraca im połysk i ułatwia rozczesywanie. 
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Rys. 1. Struktura chemiczna d-panthenolu
D-panthenol jest składnikiem niemal każdej grupy kosmetyków, stosowanych na różne okolice ciała, zarówno dla kobiet i mężczyzn oraz dla każdej grupy wiekowej. Są wśród nich m.in.: kremy do twarzy, kremy do rąk, płyny do kąpieli, balsamy do ciała, kremy przeciwsłoneczne, mydła, szampony, odżywki do włosów i paznokci.
Podstawą oznaczenia jest reakcja tworzenia barwnego (niebieskiego) kompleksu jonów Cu2+ z -alanolem,  produktem hydrolizy d-panthenolu (Rys. 2).
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Rys. 2. Reakcja powstawania barwnego kompleksu Cu2+ z -alanolem
 UWAGA! Roztworów zawierających metanol nie 
                   wylewać do zlewu
Sprzęt

1. Spektrofotometr 
2. Kuwety 
3. Kolby Erlenmeyera o pojemności 50 mL ze szlifem i bez szlifu

4. Pipety szklane

5. Cylinder miarowy, tryskawka
6. Lejek, moździerz, tłuczek, sączki
Odczynniki

1. Roztwór siarczanu(VI) miedzi(II) o stężeniu 5%

2. Roztwór wzorcowy d-panthenolu o stężeniu 0,25%

3. Roztwór wodorotlenku sodu o stężeniu 1 mol/L

4. Metanol

5. Krem do rąk

Przygotowanie  roztworów
1. Przygotowanie roztworu ślepej próby. Do kolby Erlenmeyera (50 mL) ze szlifem 
odmierzyć 10 mL metanolu, dodać 2 mL roztworu siarczanu(VI) miedzi(II)
o stężeniu 5%, oraz 13 mL roztworu wodorotlenku sodu o stężeniu 1 mol/L. Kolbę umieścić w wytrząsarce i wytrząsać przez 30 minut. Po tym czasie roztwór przesączyć przez sączek karbowany.
2. Przygotowanie roztworów wzorcowych d-panthenolu. Do 4 kolb Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL odmierzyć kolejno 1, 2, 4 i 6  mL roztworu wzorcowego  d-panthenolu o stężeniu 0,25% i dodać metanolu do objętości 10 mL. Do każdej kolby dodać po 2 mL roztworu siarczanu(VI) miedzi(II) o stężeniu 5%, oraz po 13 mL roztworu wodorotlenku sodu o stężeniu 1 mol/L (dokładne ilości roztworów podano w tabeli. Kolby umieścić w wytrząsarce i wytrząsać przez 30 minut. Po tym czasie roztwory przesączyć przez sączek karbowany. W ten sposób otrzymuje się wzorce       d-panthenolu o stężeniach wynoszących kolejno  0,01; 0,02; 0,04 i 0,06%.
	L.p.
	d-panthenol 

[mL]
	Metanol

[mL]
	CuSO4
 [mL]
	NaOH

[mL]

	1
	1
	9
	2
	13

	2
	2
	8
	2
	13

	3
	4
	6
	2
	13

	4
	6
	4
	2
	13


3.  Przygotowanie roztworu próby badanej (zadanie): Do kolby Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL odmierzyć 5 mL próby badanej, dodać 5 mL metanolu, dodać 2 mL roztworu siarczanu(VI) miedzi(II) o stężeniu 5% oraz 13 mL roztworu wodorotlenku sodu o stężeniu 1 mol/L. Kolbę umieścić w wytrząsarce i wytrząsać przez 30 minut. Po tym czasie roztwór przesączyć przez sączek karbowany.
4. Przygotowanie roztworu próbki kremu do rąk. Bezpośrednio do kolby Erlenmeyera ze  

    szlifem o pojemności 50 mL odważyć ok. 0,5 g próbki (krem do rąk), dodać 10 mL metanolu, umieścić w wytrząsarce i wytrząsać 30 minut. Następnie dodać 2 mL roztworu siarczanu(VI) miedzi(II) o stężeniu 5% oraz 13 mL roztworu wodorotlenku sodu o stężeniu 1 mol/L. Kolbę umieścić w wytrząsarce i wytrząsać przez 30 minut. Po tym czasie roztwór przesączyć przez sączek karbowany.

Wyznaczanie analitycznej długości fali
1. Odczytać absorbancję próby o stężeniu d-panthenolu 0,02%, a następnie absorbancję próby o stężeniu 0,06%, w zakresie długości fali od 400 do 800 nm z przedziałami co 20 nm, zerując aparat po każdej zmianie długości fali wobec próby kontrolnej.

2. Wyniki zestawić w tabeli (długość fali – absorbancja) i sporządzić wykres zależności absorbancji od długości fali (na jednym wykresie zamieścić wartości dla dwóch stężeń).
	λ [nm]
	0,02% d-panthenol
Absorbancja
	0,06% d-panthenol

Absorbancja

	400
	
	

	420
	
	

	440
	
	

	460
	
	

	co 20 nm do 800 nm
	
	


3. Wyciągnąć wniosek. Jaka jest analityczna długość fali?
Pomiar absorbancji roztworów wzorcowych i próbki
Zmierzyć absorbancję przy analitycznej długości fali roztworów wzorcowych d-panthenolu (różne stężenia d-panthenolu), próbki badanej (zadanie) i próbki kremu do rąk wobec próby ślepej. Wartości absorbancji wpisać do zeszytu.
	L.p.
	Stężenie d-panthenolu (%)
	Absorbancja

	1.
	0,01
	

	2.
	0,02
	

	3.
	0,04
	

	4.
	0,06
	

	6.
	Próba badana (zadanie)
	

	7.
	Próbka kremu do rąk
	


Opracowanie wyników
1. Sporządzić wykres kalibracyjny tj. zależności absorbancji od stężenia d-panthenolu. Na wykresie umieścić legendę (model aparatu, nazwę oznaczanej substancji, długość drogi optycznej, analityczną długość fali).
                                [image: image3.jpg]



2. Z wykresu kalibracyjnego odczytać stężenie d-panthenolu w próbce badanej (zadanie) 
3. Z wykresu kalibracyjnego odczytać stężenie d-panthenolu w próbce kremu do rąk.
4. Dla próbki badanej (zadanie) obliczyć błędy:

· Błąd bezwzględny (Δx) – bezwzględna wartość różnicy między wartością 
                                       rzeczywistą  (x) a wartością otrzymanego wyniku - zadanie (xi).

                                          Δx=|x-xi|
· Błąd względny (Δxwzgl.) – wyraża stosunek wielkości błędu bezwzględnego (Δx) do 
                                               mierzonej wartości rzeczywistej (x).

                                               [image: image5.png]Axwzgl. = = X 100%




Błąd względny jest wartością niemianowaną. Wyrażony w procentach ułatwia porównywanie wielkości błędów pomiędzy sobą.

5. Obliczyć współczynnik kalibracji F dla każdego roztworu wzorcowego d-panthenolu wg wzoru:
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       gdzie:     Cwz - stężenie d-panthenolu w roztworze wzorca
         Awz - absorbancja roztworu wzorca 
6. Obliczyć średnią wartość 
[image: image7.wmf]F

 współczynnika kalibracji.
7. Korzystając z wartości 
[image: image8.wmf]F

 współczynnika kalibracji obliczyć stężenie d-panthenolu w próbce badanej (zadanie) oraz w próbce kremu do rąk.
8. Dla próbki badanej (zadanie) obliczyć błąd bezwzględny i błąd względny
9. Obliczyć stężenie d-panthenolu w roztworze próbki kremu do rąk wg wzoru:
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gdzie:


Cx - stężenie d-panthenolu roztworze próbki kremu do rąk

Ax - absorbancja roztworu próbki kremu do rąk 



[image: image10.wmf]F

 - wartość średnia współczynnika kalibracji
10. Obliczyć procentową zawartość d-panthenolu w 1 g preparatu kosmetycznego 
       (krem do rąk) wg wzoru:
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gdzie:

x  [%/g] - procentowa zawartość d-panthenolu w preparacie kosmetycznym 



Cx [%] - stężenie d-panthenolu roztworze próbki kremu do rąk wyliczone ze 

                                     współczynnika kalibracji


mp [g] - odważona masa próbki 
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