Ćwiczenie 6
Identyfikacja kwasu salicylowego metodą spektroskopii IR oraz analiza pierwiastkowa metodą ASA w preparatach kosmetycznych
Cel pracy: Zapoznanie się z techniką pomiarową spektroskopii w podczerwieni do 
                analizy ciał stałych, identyfikacja kwasu salicylowego w talku do stóp, 
      zapoznanie z technikami spektrometrii atomowej oraz oznaczenie niektórych 
     pierwiastków w odżywce do paznokci 
Spektroskopia w podczerwieni
Spektrofotometria w podczerwieni (infrared – IR) jest metodą wykorzystującą absorpcję promieniowania podczerwonego przez oscylujące cząsteczki. Absorpcja promieniowania elektromagnetycznego w zakresie podczerwieni  wywołuje w cząsteczce zmiany energii oscylacyjnej oraz energii rotacyjnej. Zakres podczerwieni obejmuje widmo promieniowania elektromagnetycznego między obszarem widzialnym a mikrofalowym. Promieniowanie podczerwone dzieli się na trzy zakresy:

· bliska podczerwień (NIR – near infrared) 12500 – 4000 cm-1     (800-2500 nm)

· właściwa podczerwień (MIR – mid infrared) 4000 – 400 cm-1    (2500-25000 nm)

· daleka podczerwień (FIR – far infrared) 400 – 30 cm-1               (25000-300000 nm)

W badaniach struktury związków organicznych największe znaczenie ma obszar podczerwieni właściwej, absorpcji promieniowania w tym zakresie odpowiadają przejścia oscylacyjno - rotacyjne.


Absorpcja promieniowania podczerwonego wzbudza drgania atomów w cząsteczce. Są dwa typy drgań cząsteczkowych: walencyjne i deformacyjne.

W drganiach walencyjnych (zwanych rozciągającymi) zmianie ulegają długości wiązań, oznacza się je symbolem ν. Drgania deformacyjne (zwane zginającymi), polegają na zmianie kątów między wiązaniami. Drgania deformacyjne mogą odbywać się w płaszczyźnie δ i poza płaszczyzną γ. Drgania w płaszczyźnie dzielą się na: nożycowe i kołyszące, natomiast drgania poza płaszczyzną na wahadłowe i skręcające.

Budowa spektrofotometru IR
Spektrofotometry IR można podzielić na klasyczne (dyspersyjne) i spektrofotometry z transformacją Fouriera. 
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Klasyczny spektrofotometr składa się z:

· źródła promieniowania (włókno Nernsta, globar, pręt ceramiczny)

· pomieszczenia na próbkę badaną i odniesienia

· monochromatora (siatki dyfrakcyjne, pryzmaty)

· detektora (termoelektryczne, termooporowe, pneumatyczne)

· rejestratora lub komputera

Techniki pomiarowe

W spektrofotometrii IR pomiary można przeprowadzić dwiema metodami: metoda transmisyjną i odbiciową (refleksyjną). Ciecze i ciała stale można badać obiema metodami, natomiast w przypadku gazów stosuje się metodę transmisyjną.
Metoda transmisyjna

Wszystkie elementy optyczne spektrometrów (np. pryzmaty) i kuwety pomiarowe muszą być wykonane z materiałów przepuszczających promieniowanie podczerwone. Szkło, jako materiał nieprzepuszczający promieniowania o długości fali poniżej 4000 cm-1  nie znajduje zastosowania w spektroskopii IR. Najbardziej rozpowszechnionymi materiałami stosowanymi w spektroskopii IR są: KBr i NaCl. Wadą tych materiałów jest ich higroskopijność i rozpuszczalność w wodzie, nie nadają się więc one do badania roztworów wodnych, a ponadto muszą być starannie chronione przed wilgocią zawartą w powietrzu. Roztwory wodne można badać używając kuwet wykonanych z materiałów nierozpuszczalnych lub trudno rozpuszczalnych w wodzie, np. CaF2, AgCl.
Metoda odbiciowa

W metodach odbiciowych wyróżnia się: metodę osłabionego całkowitego odbicia (attenuated total reflection – ATR) oraz metodę wielokrotnego wewnętrznego odbicia (multiple internal reflection – MIR). Znalazły one zastosowanie m. in. w biologii i medycynie, np. do badania tkanek (widm skóry, mięśni i narządów) oraz kości.
Przygotowanie próbek

Próbki gazowe można badać bez wstępnego przygotowania, z wyjątkiem ewentualnego usunięcia pary wodnej. Ciecze można badać w postaci cienkiego filmu. Kroplę cieczy umieszcza się między płytkami bez przekładki, ściśnięcie ciekłej próbki między płytkami powoduje powstanie filmu.

Zarówno próbki ciekłe, jak i ciała stałe bada się w postaci roztworów. Ważną sprawą jest wybór odpowiedniego rozpuszczalnika, który powinien dobrze rozpuszczać badaną próbkę i wykazywać małą absorpcję w zakresie absorpcji próbki. Najczęściej stosowanymi rozpuszczalnikami o dobrej przezroczystości są: tetrachlorometan(CCl4), chloroform (CHCl3), disiarczek węgla (CS2).

Ciała stałe można również badać w postaci zawiesin olejowych i pastylek. Zawiesinę przygotowuje się przez dokładne utarcie w moździerzu 3-5 mg substancji z 1-3 kroplami oleju (nujolu). Następnie zawiesinę umieszcza się między dwiema płytkami i lekko ściska śrubami mocującymi.

Technika pastylkowania jest jedną z najlepszych i najczęściej stosowanych metod przygotowania próbek ciał stałych. Odważkę sproszkowanej substancji miesza się ze 100-krotnie większą ilością KBr i mieszaninę poddaje się pastylkowaniu pod ciśnieniem.

Zastosowanie spektroskopii IR:

· identyfikacja substancji o znanej strukturze

· określenie struktury cząsteczki na podstawie tabeli częstości grupowych

· określanie czystości związków

· kontrola przebiegu reakcji

· analiza ilościowa

· badania oddziaływań międzycząsteczkowych

Kwas salicylowy jest organicznym związkiem z grupy aromatycznych hydroksykwasów hydroksylowych. Zawiera jedną grupę hydroksylową i jedną grupę karboksylową przyłączoną do pierścienia aromatycznego w pozycji orto. Zaliczany do grupy kwasów beta-hydroksylowych (BHA).

Zastosowanie kwasu salicylowego w stężeniu 1%-2% w preparatach kosmetycznych do użytku domowego, warunkują jego właściwości komedolityczne (przeciwzaskórnikowe), bakteriostatyczne, przeciwgrzybicze, przeciwzapalne i keratolityczne. Działa łagodniej (min. łagodniej złuszcza) w porównaniu do kwasów AHA (alfa-hydroksylowych). Dzięki temu iż wykazuje zdolności bakteriostatyczne oraz przenikania przez warstwę sebum i wnikania w głąb mieszków włosowo-łojowych, jest szczególnie polecany osobom z trądzikiem i nadmiernym wydzielaniem sebum (zapobiega powstawaniu zmian trądzikowych) oraz osobom z suchą skorą do stosowania na zanieczyszczającą się strefę T.
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Kwas 2-hydroksybenzenokarboksylowy (kwas salicylowy)

Wykonanie ćwiczenia:

Przygotowanie tabletki kwasu salicylowego w KBr:

1. Odważenie w naczynku wagowym około 2 mg kwasu salicylowego.

2. Dodanie do odważki około 200 mg bromku potasu.

3. Wymieszanie i utarcie w moździerzu agatowym.

4. Przeniesienie próbki do specjalnej formy do prasowania pastylek oraz sprasowanie pastylki przy użyciu prasy hydraulicznej.

5. Umieszczenie pastylki w uchwycie.

· Zarejestrowanie widma zgodnie z instrukcją obsługi aparatu PERKIN ELMER SPECTRUM 100

· Odczytanie pasm w widmie kwasu oraz interpretacja 
Widmo kwasu salicylowego
	Liczba falowa [cm-1]
	Wiązanie i rodzaj drgań
	Grupa funkcyjna

	
	
	


Przygotowanie tabletki preparatu kosmetycznego (talk do stóp) w KBr

1. Odważenie w naczynku wagowym około 6 mg preparatu kosmetycznego.

2. Dodanie do odważki około 300 mg bromku potasu.

3. Zmieszanie i utarcie w moździerzu agatowym.

4. Przeniesienie zmielonej próbki do specjalnej formy do prasowania pastylek 
    oraz sprasowanie pastylki przy użyciu prasy hydraulicznej.

5. Umieszczenie pastylki w uchwycie.

· Zarejestrowanie widma zgodnie z instrukcją obsługi aparatu PERKIN ELMER SPECTRUM 100

· Odczytanie pasm w widmie kosmetyku oraz interpretacja otrzymanego widma

Widmo preparatu kosmetycznego (talk do stóp)
	Liczba falowa [cm-1]
	Wiązanie i rodzaj drgań
	Grupa funkcyjna

	
	
	


· Porównanie otrzymanych widm wzorca (kwas salicylowy) i preparatu kosmetycznego (talk do stóp) oraz wyciągnięcie wniosków. 

Analiza pierwiastkowa wybranych produktów kosmetycznych

Pierwiastki obecne w preparatach kosmetycznych wpływają korzystnie nie tylko na urodę, lecz również na zdrowie czy samopoczucie. Odgrywają istotną rolę w prawidłowym funkcjonowaniu skóry i włosów, stosowane są więc w różnego rodzaju maseczkach, kremach, szamponach, odżywkach itp. w postaci pojedynczych związków, ekstraktów roślinnych czy glonów np. algi. Pierwiastki wchodzące w skład organizmu, uczestniczą w procesach przemiany materii, syntezie enzymów itp. Można podzielić je na dwie grupy: makro- i mikroelementy. 

Makroelementy to pierwiastki występujące w organizmie w ilościach procentowych np.: potas, sód, fosfor, siarka, magnez, wapń. Magnez określany jest często pierwiastkiem życia, w związku z rolą jaką pełni w organizmie tj.: udział w metabolizmie węglowodanów, białek i tłuszczy, kilkuset reakcjach enzymatycznych, wpływ na funkcjonowanie centralnego układu nerwowego. Z punktu widzenia przemysłu kosmetycznego, magnez wykazuje właściwości przeciwzapalne, antystresowe, dostarcza energii komórkom, regeneruje skórę. Ponadto działa tonizująco, opóźnia procesy starzenia, wspomaga przemianę materii i usuwa nieprzyjemny zapach potu. Wapń aktywnie uczestniczy we wszystkich biochemicznych reakcjach organizmu. Występuje w znacznych ilościach w warstwie ziarnistej naskórka, gdzie spełnia ważną rolę w procesach różnicujących komórki. Wapń odpowiada za zachowanie prawidłowego napięcia skóry i jej nawilżenie. Wykazuje także działanie przeciwzapalne. W kosmetyce pierwiastek ten wykorzystywany jest do regeneracji skóry suchej i zniszczonej.
Mikroelementów to pierwiastki, które niezbędne są w ilościach śladowych do prawidłowego funkcjonowania organizmu np.: miedź, cynk, żelazo, mangan. Cynk jako jeden z pierwszych pierwiastków znalazł zastosowanie w preparatach kosmetycznych. W postaci maści cynkowej od wieków stosowany jest w leczeniu chorób skóry tj. uszkodzeń, oparzeń czy trądziku młodzieńczym. Tlenek cynku wykorzystywany jest w kremach i maseczkach kosmetycznych o działaniu przeciwzapalnym, ściągającym i przeciwtrądzikowym. Asparaginian, siarczek czy siarczan cynku występują w preparatach stosowanych w leczeniu schorzeń dermatologicznych. Ponadto, cynk pośredniczy w tworzeniu prostaglandyn, substancji regulujących funkcje wydzielnicze skóry. Dzięki czemu preparaty zawierające cynk ułatwiają oczyszczanie skóry z nagromadzonego łoju, przywracają jej naturalne pH, ściągają nadmiernie rozszerzone pory, łagodzą stany zapalne, zmniejszają skłonność skóry do powstawania zaskórników. Cynk wpływa korzystnie na metabolizm kolagenu, dlatego obecny jest także w preparatach do pielęgnacji włosów i paznokci. Siarka jest składnikiem białek, enzymów oraz hormonów (np. insulina). Uczestniczy w regulacji poziomu glukozy we krwi
i usuwaniu toksycznych produktów przemiany materii. Ponadto zmiękcza i usuwa zrogowaciały naskórek, hamuje łojotok, działa bakteriobójczo i grzybobójczo. W kosmetyce siarka znalazła zastosowanie w preparatach do pielęgnacji włosów oraz jako składnik kremów do skóry łojotokowej i cery dotkniętej trądzikiem różowatym. Miedź wchodzi w skład wielu enzymów, m.in. dysmutazy ponadtlenkowej, chroniącej przed wolnymi rodnikami. Uczestniczy w procesie keratynizacji oraz syntezie melaniny, naturalnego barwnika skóry i włosów. W przemyśle kosmetycznym znalazła zastosowanie w preparatach przeznaczonych do pielęgnacji cery dojrzałej. Ponieważ reguluje wydzielanie sebum wykorzystywana jest  także w kosmetykach przeznaczonych do pielęgnacji skóry tłustej i mieszanej. Selen to pierwiastek o udowodnionym działaniu przeciwutleniającym. Jako składnik peroksydazy glutationowej, zapobiega utlenianiu składników komórek, chroniąc skutecznie lipidy naskórka. Kosmetyki zawierające selen opóźniają procesy starzenia skóry. Mangan stosowany w preparatach kosmetycznych wspomaga działanie filtrów przeciwsłonecznych. W połączeniu z adenozyną zaliczany jest do tzw. układów botox-like, które docierając do głębszych warstw skóry hamują działanie impulsów nerwowych. Prowadzi to do rozluźnienia naprężonej skóry i ograniczenia liczby zmarszczek mimicznych.
W kosmetykach stosowane są również metale szlachetne takie jak złoto i srebro. Złoto jest składnikiem luksusowych kosmetyków odżywczych, które przyspieszają metabolizm i wywołują efekt odmłodzenia skóry. Złote nici, stosowane w chirurgii plastycznej, wszywane pod skórę stymulują tkankę łączną, powodując wygładzenie skóry. Złoto pojawia się również w kosmetykach i kostkach mydła w celu uzyskania efektu iskrzenia się. Srebro z kolei stosowane jest w kosmetykach ze względu na właściwości antybakteryjne.

2. Wykonanie ćwiczenia

2.1. Sprzęt

· Atomowy apektrometr absorpcyjny AAnalyst 800 firmy Perkin Elmer
· Kolby miarowe o poj. 100 mL

· Kolba miarowa o poj. 25 mL
· kolba Erlenmeyera ze szlifem o pojemności 50 mL
· waga analityczna 
2.2. Odczynniki

· podstawowy roztwór wzorcowy cynku o stężeniu 100 mg/L
· wodny roztwór kwasu solnego o stężeniu 2 mol/L

· zestaw do sączenia

· preparaty kosmetyczne (odżywka do paznokci)
2.3.
Przygotowanie roztworów wzorcowych cynku
Z roztworu podstawowego cynku o stężeniu 100 mg/L, w kolbie miarowej o poj. 100 mL, przygotować wodny roztwór roboczy cynku o stężeniu 10 mg/L. Następnie z roztworu roboczego cynku o stężeniu 10 mg/L, w kolbach miarowych o poj. 100 mL przygotować roztwory wzorcowe cynku o stężeniach kolejno 0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 i 2  mg/L w 0,2 mol/L kwasie solnym.

2.4.  Przygotowanie próbki do analizy
Odważyć ok. 0,1 g próbki i przenieść ilościowo do kolby Erlenmeyera o poj. 50 mL. Dodać 10 mL roztworu kwasu solnego o stężeniu 2 mol/L i wytrząsać 15 minut. Przesączyć przez sączek karbowany. Do kolby miarowej o poj. 25 mL odmierzyć 2,5 mL przesączu i uzupełnić do kreski wodą redestylowaną.

3. Wykonanie pomiarów
· Przed przystąpieniem do pomiarów należy ustawić odpowiednie parametry aparaturowe spektrometru charakterystyczne dla cynku tj.:

· długość fali λ = 213,9 nm, odpowiadająca najczulszej linii atomowej cynku;

· szerokość szczeliny spektralnej d = 0,7 nm

· prąd lampy I = 15 mA

· stosunek powietrza do acetylenu 17,0 : 2,0  L/min

· Zarejestrować absorbancję przygotowanych roztworów, przepłukując kapilarę wodą redestylowaną po każdym pomiarze; każdy pomiar powtórzyć trzykrotnie;

· Uzyskane wyniki przedstawić w tabeli:
	Kolba
	CZn [mg/L]
	AZn

	1
	0
	

	2
	0,1
	

	3
	0,5
	

	4
	1,0
	

	5
	1,5
	

	6
	2,0
	

	Próbka (odżywka do paznokci)
	Ci
	


4. Opracowanie wyników

· sporządzić wykres przedstawiający zależność f(CZn)=A;

· podać równania regresji w postaci y = ax + b oraz współczynnik korelacji R2;

· na podstawie równania wykresu wzorcowego obliczyć stężenie cynku w badanej próbce;

· obliczyć zawartość cynku 
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gdzie:

mi - zawartość cynku w preparacie kosmetycznym [mg/g]
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- stężenie cynku w roztworze próbki odczytane z krzywej wzorcowej [mg/L]

V - objętość roztworu próbki [L]
Df - współczynnik rozcieńczenia roztworu próbki
mp - masa próbki pobrana do analizy [g]
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