Ćwiczenie 3 
Oznaczanie zawartości tiaminy w produktach kosmetycznych  metodą spektrofluorymetryczną
Cel ćwiczenia: Zapoznanie się z metodyką pomiarów fluorymetrycznych oraz oznaczanie 
             zawartości witaminy B1 w szamponach.
Spektrofluorymetria jest jedną z najbardziej czułych technik analitycznych, pozwalającą wykryć stężenia rzędu 10-8-10-11g/L. Wykorzystuje ona zjawisko fluorescencji, czyli emisji promieniowania elektromagnetycznego w widzialnym zakresie widma przez oznaczaną substancję po wcześniejszym wzbudzeniu jej promieniowaniem nadfioletowym. 

Bezpośrednio można oznaczać tylko związki wykazujące zjawisko fluorescencji 
(np. fluoresceina, rodamina B). Pośrednio natomiast można oznaczyć związki, które w wyniku odpowiedniej reakcji chemicznej przekształcane są w związki fluoryzujące (np. witaminy, aminokwasy) oraz te, które same nie fluoryzują, ale reagując z odpowiednimi odczynnikami tworzą fluoryzujące produkty (np. reakcje kompleksowania jonów metali).  
Wykorzystanie zjawiska fluorescencji do celów analizy ilościowej opiera się na fakcie, że w pewnym zakresie stężeń natężenie emitowanego promieniowania jest wprost proporcjonalne do stężenia związku oznaczanego (rys.1).
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Rys.1. Zależność natężenia fluorescencji od stężenia badanego związku

Spektrofluorymetria należy do metod instrumentalnych o charakterze porównawczym, należy więc zachować jednakowe warunki podczas przygotowania wzorców i roztworu badanego.
Tiamina (witamina B1, chlorowodorek tiaminy; rys.2) należy do witamin z grupy B. Jest to heterocykliczny związek organiczny złożony z pierścienia tiazolowego i pierścienia pirymidynowego, które są połączone mostkiem metinowym. Poprzez grupę aminową pierścienia pirymidynowego może tworzyć pirofosforany, które stanowią biologicznie aktywną formę witaminy B1. Tiamina odgrywa zasadniczą rolę w procesach oddychania tkankowego, głównie w przemianie węglowodanów, wzmaga czynność acetylocholiny, działa synergicznie z tyroksyną i insuliną, pobudza wydzielanie hormonów gonadotropowych. Ponadto przyspiesza gojenie się ran i wykazuje działanie uśmierzające [image: image15.wmf]S
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Rys.2. Budowa witaminy B1
Spektrofluorymetryczna metoda oznaczania witaminy B1 polega na jej utlenieniu do tiochromu (rys.3), który wykazuje niebieską fluorescencję. Utlenianie prowadzi się w środowisku alkalicznym za pomocą heksacyjanożelazianu(III) potasu. Aby zwiększyć selektywność oznaczenia przeprowadza się ekstrakcje produktu utlenienia izobutanolem.  
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Rys.3. Schemat utlenienia witaminy B1 

Wykonanie ćwiczenia
1. Sprzęt
· spektrofluorymetr Hitachi F – 7000 
· kuweta kwarcowa 
· kolby Erlenmeyera, kolba miarowa, pipetki Pasteura,  pipety szklane,  cylindry 

2. Odczynniki
· roztwór chlorowodorku tiaminy o stężeniu 1 g/mL w 0,05 mol/L roztworze kwasu siarkowego (VI)

· roztwór kwasu siarkowego (VI) (H2SO4) o stężeniu 0,05 mol/L
· roztwór wodorotlenku potasu (KOH) o stężeniu 5,4 mol/L (roztwór 1)

· 4 % roztwór heksacyjanożelazianu(III) potasu [K3Fe(CN)6] (roztwór 2)
· odczynnik utleniający sporządzić bezpośrednio przed użyciem poprzez zmieszanie roztworu (1) i roztworu (2) w stosunku 25:1
· izobutanol

· szampon

3. Przygotowanie odczynnika utleniającego (na świeżo)

· W kolbce Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 100 mL przygotować odczynnik utleniający. W tym celu należy zmieszać 75 mL roztworu wodorotlenku potasu (5,4 mol/L) z 3 mL roztworu heksacyjanożelazianu(III) potasu (4%). Mieszaniny utleniającej nie należy przechowywać dłużej niż przez 4 godziny.
4. Sporządzenie wzorcowych roztworów chlorowodorku tiaminy 
· Do 6 ponumerowanych kolbek Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL odmierzyć kolejno: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 i 2,5 mL roztworu chlorowodorku tiaminy o stężeniu 1 g/mL i uzupełnić do objętości końcowej 10 mL roztworem kwasu siarkowego(VI) (0,05 mol/L) zgodnie ze schematem zamieszczonym w tabeli:
	L.p.
	Objętość roztworu chlorowodorku tiaminy

o stężeniu 1 g/mL 

[mL]
	Objętość roztworu H2SO4
o stężeniu 0,05 mol/L 

[mL]

	1.
	0,0

(ślepa próba)
	10,0

	2.
	0,5
	9,5

	3.
	1,0
	9,0

	4.
	1,5
	8,5

	5.
	2,0
	8,0

	6.
	2,5
	7,5


· Do sporządzonych roztworów wzorcowych chlorowodorku tiaminy dodać po 8 mL 
     odczynnika utleniającego i odczekać 10 minut.
· Następnie do każdego roztworu dodać po 10 mL izobutanolu i wytrząsać przez 1 minutę.

· Pozostawić do rozdzielenia warstw.
· Otrzymuje się wzorce chlorowodorku tiaminy o stężeniu 0,00;  0,05;  0,10;  0,15;  0,20;  0,25 (g/mL
5. Przygotowanie roztworu próbki badanej (zadanie)
·  Do kolby Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL odmierzyć 5 mL próby badanej (zadanie), dodać 5 mL 0,05 mol/L roztworu kwasu siarkowego(VI). Kolbę umieścić w wytrząsarce, zabezpieczyć i wytrząsać 10 minut.

· Następnie dodać 8 mL odczynnika utleniającego (sporządzonego w pkt. 4 ćwiczenia) i odczekać 10 minut.

· Dodać 10 mL izobutanolu i wytrząsać przez 1 minutę.

· Pozostawić do rozdzielenia warstw.

6. Przygotowanie roztworu próbki szamponu

· Do kolby Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL odważyć ok. 0,5 g szamponu  i dodać 10 mL 0,05 mol/L roztworu kwasu siarkowego (VI). Kolbę umieścić w wytrząsarce, zabezpieczyć i wytrząsać 10 minut.

· Następnie dodać 8 mL odczynnika utleniającego (sporządzonego w pkt. 4 ćwiczenia) i odczekać 10 minut.

· Dodać 10 mL izobutanolu wytrząsać przez 1 minutę.

· Pozostawić do rozdzielenia warstw.
7. Dobór optymalnej długości fali wzbudzenia i emisji
· Zgodnie z instrukcją obsługi spektrofluorymetru zarejestrować widmo wzbudzenia i widmo emisji chlorowodorku tiaminy (pobrać 1 mL warstwy organicznej (górna warstwa) roztworu o stężeniu 0,20 (g/mL) (w folderze METODY wybrać odpowiednio: <Tiamina widmo wzbudzenia> i <Tiamina widmo emisji>).
· Wyznaczyć optymalną długość fali wzbudzenia λEX oraz emisji λEM 
8. Wykonanie pomiarów natężenia fluorescencji

· Pomiary natężenia fluorescencji należy wykonać zgodnie z instrukcją obsługi spektrofluorymetru dla wzorcowych roztworów chlorowodorku tiaminy, roztworu próby badanej i roztworu szamponu. (Wybierać polecenia dotyczące tiaminy: <Tiamina analiza ilościowa>)
· Pobrać 1 mL warstwy organicznej (górna warstwa) i zmierzyć jej natężenie fluorescencji przy optymalnych długościach fali wzbudzenia λEX = 360 nm i emisji λEM  = 420 nm
· Pomiar natężenia fluorescencji dla próbki (szampon) oraz dla próby badanej (zadanie) należy powtórzyć 3 razy. 

· Wyniki pomiarów zestawić w tabeli:

	L.p.
	Stężenie

chlorowodorku tiaminy [(g/mL]
C [g/mL]
	Natężenie fluorescencji 

If 

	1.
	0,00 (próba ślepa)
	

	2.
	0,05
	

	3.
	0,10
	

	4.
	0,15
	

	5.
	0,20
	

	6.
	0,25

	

	
	zadanie 
	

	7.
	zadanie 
	

	
	zadanie 
	

	
	szampon
	

	8.
	szampon
	

	
	szampon
	


9. Opracowanie wyników

· Od wartości natężenia fluorescencji każdego roztworu wzorcowego chlorowodorku tiaminy należy odjąć wartość natężenia fluorescencji ślepej próby. 

· Sporządzić wykres kalibracyjny tj. zależności natężenia fluorescencji od stężenia chlorowodorku tiaminy f(C)=If. Na wykresie umieścić legendę (model aparatu, nazwę oznaczanej substancji, długość drogi optycznej, analityczną długość fali wzbudzenia λEX i emisji λEM).
                                            [image: image1.jpg]Qv




1.  Z wykresu kalibracyjnego odczytać stężenie tiaminy w próbce badanej (zadanie) 
     oraz w próbce szamponu.

              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: image3.png]



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

2.  Obliczyć współczynnik kalibracji F dla każdego roztworu wzorcowego chlorowodorku 
     tiaminy wg wzoru:
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gdzie: 


c - stężenie wzorca chlorowodorku tiaminy 


IfW - natężenie fluorescencji wzorca


IfS - natężenie fluorescencji ślepej próby 

· Obliczyć średnią wartość 
[image: image5.wmf]F

 współczynnika kalibracji.

· Obliczyć stężenie tiaminy w próbce badanej (zadanie) korzystając z wartości współczynnika kalibracji.
· Dla próbki badanej (zadanie) obliczyć błąd względny i błąd bezwzględny
· Dla każdego powtórzenia pomiaru próbki szamponu obliczyć stężenie chlorowodorku tiaminy wg wzoru:
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gdzie:


C - stężenie chlorowodorku tiaminy w próbce szamponu

IfB - natężenie fluorescencji roztworu próbki szamponu


IfS - natężenie fluorescencji ślepej próby 




[image: image7.wmf]F

 - wartość średnia współczynnika kalibracji

· Dla każdego powtórzenia pomiaru obliczyć zawartość chlorowodorku tiaminy 
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w badanej próbce preparatu kosmetycznego wg wzoru:
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gdzie:


mi  [g/g] - zawartość chlorowodorku tiaminy w próbce szamponu



[image: image10.wmf]i

C

[g/mL] - stężenie chlorowodorku tiaminy w próbce  szamponu


V  [mL] - początkowa objętość próbki (10 mL)


mp [g] - odważona masa próbki 

· Obliczyć wartość średnią 
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 zawartości chlorowodorku tiaminy w próbce szamponu i odchylenie standardowe od wartości średniej (s) wg wzoru:
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gdzie: 

mi - wynik pojedynczego pomiaru (zawartość chlorowodorku tiaminy)


[image: image13.wmf]m

 - wartość średnia zawartości chlorowodorku tiaminy w próbce

n - ilość powtórzeń 
3-[(4-amino-2-metylopirymidyn-5-ylo)metylo]-5-(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazoilol
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