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Metodicky material pre ucitel’a

Téma: Spektrofotometrické stanovenie kyseliny salicylovej v tablete Acylpyrinu
Roénik: 2. roénik SS
Casova dotacia: 270 minat (6 vyucovacich hodin)
Projekt: INTERREG — Digitalna banka CZ-SK pokusov

Ciele hodiny

Vediet’: vysvetlit’ princip spektrofotometrie a Lambertov—Beerov zdkon, definovat’ pojmy
absorbancia, transmitancia, Amax

Rozumiet’: vyznamu spektrofotometrie pri chemickej analyze a kontrole kvality lieciv
Aplikovat’: zostrojit’ kalibra¢nu krivku, vykonat’ spektrofotometrické meranie a stanovit’
koncentraciu latky vo vzorke

Pomocky

Interaktivna prezentacia (PPTX)

Spektrofotometer, kyvety

Pipety, odmerné banky, kadicky, vahy

Standardny roztok kyseliny salicylovej

Roztok Fe(NOs)s ako komplexotvorné ¢inidlo
Rozdrvené tablety Acylpyrinu / Algirinu

Graficky papier, pracovné listy pre Ziakov, kalkulacka

Priebeh hodiny
Uvod

Problémova uloha: ,,Ako mézeme zistit, i je v lieku pritomna neziaduca necistota, ktoru volnym
okom nevidime? *

Vyklad

Princip spektrofotometrie — interakcia latky so svetlom
Absorbancia vs. transmitancia

Lambertov—Beerov zakon: A = €1 - ¢

Vyznam Amax pri merani
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Kalibra¢na krivka — preco ju potrebujeme
Aplikécia metddy vo farmdcii (kontrola Cistoty lie¢iv)

Aktivita 1
Diskusia + dopliovacky. Otazka: ,, Preco pri spektrofotometrii merdame prave farebné roztoky? *

Aktivita 2
Ziaci vykonaju meranie podl’a pracovného postupu (Priloha &.1):
1. Priprava série Standardnych roztokov kyseliny salicylovej

2. Meranie absorbancie pri Amax
3. Zostrojenie kalibracnej krivky
4. Meranie neznamej vzorky — roztok tablety
5. Vypocet koncentracie vo vzorke
Aktivita 3

Ziaci samostatne riesia: teoretické otazky (definicie, zakony), vypodty podl'a Lambertovho—
Beerovho zadkona, interpreticia vysledkov merania (Prilohy ¢.2)

Zaver

Spektrofotometria umoznuje kvantitativnu analyzu latok

Absorbancia je priamo imerna koncentracii

Kalibra¢na krivka je zédkladom analytického vypoctu

Metoda sa pouziva v klinickej chémii, farmacii, biologii aj potravinarstve

Metodické poznamky

Zdoraznite bezpecnost prace s chemikaliami

Skontrolujte spravne kalibrovanie spektrofotometra
Pomahajte so spravnym odcitanim grafu kalibra¢nej krivky
Vysvetlite vyznam slepého roztoku (blank)

Diskusné otazky
1. Predo potrebujeme pri merani uréit’ vinova dizku Amax?
2. Prefo musime pouzivat’ kyvety Cistej hrabky 1 cm?
3. Aké chyby m6Zzu vzniknut’ pri spektrofotometrickom merani?
4. Preco je dolezité kontrolovat’ Cistotu liekov?
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Prilohy
Priloha ¢.1: Pracovny postup
Priloha ¢.2 : Pracovny list pre ziaka
Priloha €.3 : Pracovny list — verzia pre ucitel’a

Priloha ¢.1: Pracovny postup

Pracovny postup
Téma: Spektrofotometrické stanovenie kyseliny salicylovej v tablete Acylpyrinu
Princip

Spektrofotometria je analyticka metdda merajuca absorbanciu svetla v roztoku. V tejto tlohe
kyselina salicylova reaguje v kyslom prostredi so Zelezitymi ionmi Fe** za vzniku fialového
komplexu, ktory absorbuje svetlo pri uréitej vinovej dizke (Amax). Absorbancia tohto komplexu
je priamo umerna koncentracii kyseliny salicylovej podl'a Lambertovho—Beerovho zakona,

z ktorého sa vypocita koncentracia vo vzorke.

Spektrofotometria patri medzi optické analytické metddy. Je zalozena na merani pohltenia
svetelného Ziarenia roztokom. Ked’ svetlo prechadza roztokom, ¢ast’ energie svetla sa absorbuje.
Miera absorpcie sa vyjadruje absorbanciou (A).

Vztah medzi absorbanciou a koncentraciou opisuje Lambertov—Beerov zakon:

A=¢-l-c

kde:

A — absorbancia,

€ — molarny absorpcny koeficient,

1 — dizka kyvety (cm),

¢ — koncentracia roztoku (mol-dm™).

Na meranie sa pouziva monochromatické Ziarenie s vinovou dlzkou rovnou Amax, pri ktorej
ma latka najvacsiu absorbanciu. Meranie sa vykonava na spektrofotometri

Tableta Acylpyrinu obsahuje kyselinu acetylsalicylovi, ktora moze hydrolyzovat’ na kyselinu
salicylova — ta je v lieku povazovana za necistotu. Kyselina salicylova v kyslom prostredi
reaguje so Zelezitymi ionmi Fe** podla reakcie:
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kyselina salicylova + Fe3* — fialov§ komplex

Tento farebny komplex umoziuje jej stanovenie pomocou spektrofotometra pri urcitej vinovej
dizke.

Ciel
Stanovit’ mnozstvo (hmotnostny zlomok) zvySkového mnozstva kyseliny salicylovej v tablete
Acylpyrinu pomocou spektrofotometrie vytvorenim farebného komplexu so zelezitymi ionmi.

Pristroje a pomocky
spektrofotometer
kyvety (1 cm)
odmerné banky (25 ml, 50 ml, 250 ml)
pipety (2 ml, 5 ml, 10 ml)
byreta
trecia miska a ti¢ik
lievik a filtra¢ny papier
sklenend tyCinka

Chemikalie
kyselina salicylova (Standard)
etanol
roztok Fe(NOs)s (10 g-dm™)
deionizovand voda
tableta Acylpyrin alebo Algirin

Bezpecnostné pokyny

Pracujte v ochrannom plasti a pouzivajte okuliare.

Chemikalie neochutnavajte, nepracujte blizko ust.

Roztok Fe(NOs)s je korozivny — zabraite kontaktu s pokoZzkou.
Etanol je horPavina — drzte ho d’alej od zdrojov tepla.

Po préci si dokladne umyte ruky.

Postup
1. Priprava Standardného roztoku kyseliny salicylovej
1. Odvazte priblizne 0,20 g kyseliny salicylove;.
2. Rozpustite v malom mnozstve etanolu.
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3. Prelejte do 25 ml odmernej banky a dopliite po rysku etanolom.
4. Odoberte 2,5 ml tohto roztoku a preneste do 250 ml odmernej banky.
5. Dopliite deionizovanou vodou po rysku.
2. Priprava roztoku Fe(NO:s)s
Z rovnakej banky pripravte 100 ml roztoku Fe(NO:s)s s koncentraciou 10 g-dm™
(vypocita sa v protokole).
3. Uréenie rezonanénej vinovej dizky Amax
1. Do 50 ml odmernej banky odmerajte 30 ml Standardného roztoku.
2. Pridajte 5 ml roztoku Fe(NOs)s, dopliite vodou.
3. Zmerajte absorp¢né spektrum 450—600 nm.
4. Z krivky urte Amax.
4. Kalibra¢na krivka
1. Pripravte sériu 5 kalibraénych roztokov s rastucou koncentraciou.
2. Do kazdej banky pridajte 5 ml Fe(NOs)s.
3. Zmerajte absorbancie pri Amax.
4. Zostrojte graf A = f(c).
5. Meranie vzorky Acylpyrinu

1. Rozdrvte tabletu v trecej miske a rozpustite v 20 ml vody.
2. Premiesajte 20 minut, prefiltrujte do 50 ml banky.
3. Doplite na 50 ml vodou, pridajte 5 ml Fe(NOs)s.
4. Zmerajte absorbanciu pri Amax.
5. Urcte koncentréaciu kyseliny salicylovej z kalibracnej krivky.
6. Prepocitajte obsah v mg na tabletu.
Pozorovanie

Urcenie Amax (absorp¢éné spektrum)
Do tabul’ky zapiste hodnoty absorbancie A pri roznych vlnovych dizkach A.

Z nameranych udajov urcte Amax = nm

Kalibraé¢na krivka Kkyseliny salicylovej
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20
25
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Uloha: zostrojte graf A = f(c) (kalibraén4 krivka).
Graf nakreslite a priloZte osobitne.

Meranie neznamej vzorky (Acylpyrin)

Tableta Acylpyrinu

Vypocet obsahu kyseliny salicylovej v tablete
Vzorec:

m=c-V

kde:
m — hmotnost’ kyseliny salicylovej (mg)
¢ — koncentracia (mg-cm™>) z kalibraénej krivky
V — objem roztoku po uprave (1)
Vypocet:
m=___-0,050=___ mguv 1 tablete

Zaver
Obsah kyseliny salicylovej v tablete Acylpyrinu je mg
Porovnanie s limitom (max. povolené mnozstvo v lieku je 0,3 %):
Hodnotenie vysledku:
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Priloha ¢.2: Pracovny list pre Ziaka
Pracovny list pre Ziaka
Téma: Spektrofotometrické stanovenie kyseliny salicylovej v Acylpyrine

Meno: Datum:

+ 1. Teoretické otazky

a) Co je spektrofotometria a na akom principe je zaloZzené meranie absorbancie?

b) Co vyjadruje Lambertov—Beerov zdkon?

c) Preco sa v tabletach Acylpyrinu povaZzuje kyselina salicylova za neZiaducu necistotu?

d) Preco sa meranie vykonava pri vinovej dizke absorbancie Amax?
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2. Testové otazky — vyber spravnu odpoved’ (A, B alebo C)

f—

. Lambertov—Beerov zakon vyjadruje vztah medzi:
A) absorbanciou a pH
B) absorbanciou a koncentraciou
C) absorbanciou a teplotou
2. Aka je jednotka koncentracie?
A) mol-dm™
B) kg
C) mol-K
3. Aky zdroj svetla pouziva spektrofotometer vo viditeI'nej oblasti?
A) laser
B) volframovu Ziarovku
C) slne¢né svetlo
4. Kyselina acetylsalicylova je hlavna zlozka lieku:
A) Paralen
B) Acylpyrin
C) Jodova tinktara
5. Komplex kyseliny salicylovej s Fe** ma farbu:
A) modra
B) hnedu

C) fialovu

7]

. Spajanie pojmov — prirad’ spravne dvojice

SPSCH
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Absorbancia a) dizka kyvety pri merani
€ (epsilon) b) koncentracia roztoku
1 ¢) molarny absorpcny koeficient
c d) miera pohlteného svetla

4. Vyznam a vyuZitie metody
Dopln odpovede:

a) Na co sluzi spektrofotometria v chémii a farmacii?

& 5. Nieco na pobavenie
A) Mini kviz — rychlovka
1. Ako sa inak nazyva kyselina acetylsalicylova?
o A) Aspirin B) Ocot C) Kyselina sirova
2. Ked rozpustis tabletku Acylpyrinu vo vode, roztok bude:
o A) bezfarebny B) zeleny C) fialovy
B) Chemicky humor ¥

Preco nemaju chemici bolesti hlavy?
Lebo maju dost’
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C) Mini uloha na pozornost’

Po zmiesSani kyseliny salicylovej s roztokom Fe** vznikne:

[ Ni¢ sa nestane
[ Fialové sfarbenie
O Vybuch ¥x

Priloha ¢.3: Pracovny list pre ucitel’a

Pracovny list — verzia pre ucditela
Téma: Spektrofotometrické stanovenie kyseliny salicylovej v tablete Acylpyrinu

+ 1. Teoretické otazKy — vzorové odpovede
a) Co je spektrofotometria a na akom principe je zaloZené meranie absorbancie?
Spektrofotometria je analytickd metdda zalozena na merani absorbancie svetla v roztoku.
Mnozstvo absorbovaného svetla zavisi od koncentracie latky v roztoku.
b) Co vyjadruje Lambertov—Beerov zikon?
Lambertov—Beerov zdkon udava vztah medzi absorbanciou a koncentraciou roztoku:
A=g-1"c kde A je absorbancia, ¢ molarny absorpény koeficient, 1 dizka kyvety, ¢
koncentracia.
c) Preco sa v tabletach Acylpyrinu povazuje kyselina salicylova za neZiaducu necistotu?
Kyselina salicylova drazdi zaludok a sliznice, preto je v lieckoch neziaduca a jej mnozstvo sa musi
kontrolovat’.
d) Pre¢o sa meranie vykonava pri vinovej diZke absorbancie Amax?
Pri Amax dosahuje latka najvyssiu absorbanciu — meranie je najcitlivejSie a najpresnejsie.

2. Testové otazky — spravne odpovede

1/B 2/A 3/B 4/B 5/C
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3. Spajanie pojmov — rieSenie
Pojem Spravne spojenie
1. Absorbancia d
2. ¢ (epsilon) ¢
3.1 a
4.c b

4. Vyznam a vyuZitie metody — vzorové odpovede
a) Spektrofotometria sa pouziva na uréovanie koncentracie latok podl'a absorbancie. Vyuziva sa
vo farmadcii, chémii, bioldgii aj potravinarstve.
b) Kontroluje sa kvoli bezpecnosti — kyselina salicylové je neziaduca necistota a jej obsah musi
byt’ nizky podl'a normy.
& 5. Nieco na pobavenie — rieSenia
A) Mini kviz

1. A) Aspirin

2. A) bezfarebny
B) Chemicky humor Lebo maju dost’ Acylpyrinu.
C) Mini uloha na pozornost’ {4 Fialové sfarbenie



