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	Κατά το φασματοφωτομετρικό προσδιορισμό του μετά νατρίου άλατος της φαινοβαρβιτάλης (ΜΒ = 254,22) σε δισκία, είκοσι δισκία ενός εμπορικού σκευάσματος που ζυγίζουν 5,0421 g, κονιοποιούνται και 0,1325 g της σκόνης διαλύονται σε 15 mL  νερού μέσα σε διαχωριστική χοάνη. Προστίθενται 2 mL  πυκνού Ηcl και η ελευθερούμενη φαινοβαρβιτάλη εκχυλίζεται 4 φορές με 25 mL CHCl3 κάθε φορά. Τα ενωμένα χλωροφορμικά εκχυλίσματα διηθούνται σε ογκομετρική φιάλη των 250,0 mL  και αραιώνονται μέχρι τη χαραγή με CHCl3 (διάλυμα Β). 5,00 mL του δ/τος Β μεταφέρονται σε ποτήρι και εξατμίζονται σε υδρόλουτρο μέχρι ξηρού. Το στερεό υπόλειμμα διαλύεται σε 5,00 mL αλκοόλης και με τη βοήθεια ρυθμιστικού δ/τος βορικών pH 9,6 μεταφέρεται σε ογκομετρική φιάλη των 100,0 mL και αραιώνεται μέχρι τη χαραγή (διάλυμα Γ). Παρασκευάζεται πρότυπο διάλυμα φαινοβαρβιτάλης (ΜΒ = 232,24), συγκέντρωσης CS = 10,00 μg/mL, στον ίδιο διαλύτη (ρυθμιστικό βορικών με 5 % ν/ν αλκοόλη). Μετράται η απορρόφηση του αγνώστου ΑU και του προτύπου ΑS, σε μήκος κύματος 240 nm και κυψελίδα 1,00 cm χρησιμοποιώντας τον παραπάνω διαλύτη ως τυφλό.


α) Να εξαχθεί σχέση, που να δίνει την ποσότητα σε mg του φαρμάκου ‘’νατριούχος φαινοβαρβιτάλη’’ στην ποσότητα της σκόνης του σκευάσματος που διαλύθηκε για τον προσδιορισμό, ως συνάρτηση των CS , ΑU και ΑS. 


β) Εάν οι απορροφήσεις που μετρήθηκαν ήταν ΑU = 0,446 και ΑS = 0,459 πόσα mg  νατριούχου φαινοβαρβιτάλης υπάρχουν σε κάθε δισκίο, κατά μέσο όρο και ποια είναι η εκατοστιαία περιεκτικότητά της στο σκεύασμα ;





ΛΥΣΗ


α) Η συγκέντρωση της φαινοβαρβιτάλης στο διάλυμα Γ ισούται με :* 


� EMBED Equation  ���


H συγκέντρωση της φαινοβαρβιτάλης στο δ/μα Β είναι :


� EMBED Equation  ���


ενώ η ποσότητά της σε mg στα 250 mL του δ/τος Β είναι : 





� EMBED Equation  ���





Η ποσότητα w της φαινοβαρβιτάλης προήλθε από την εκχύλιση νατριούχου φαινοβαρβιτάλης σε όξινο περιβάλλον. Άρα η ζητούμενη ποσότητα νατριούχου φαινοβαρβιτάλης στην ποσότητα της σκόνης που πάρθηκε για τον προσδιορισμό (0,1325 g) είναι : 


� EMBED Equation  ���


β) Αντικαθιστώντας τα δεδομένα μας στην προηγούμενη εξίσωση έχουμε


      � EMBED Equation  ���





Το μέσο βάρος κάθε δισκίου είναι:


 5,0421/20 = 0,251 g


Άρα κάθε δισκίο περιέχει κατά μέσο όρο:


(0,2521/0,1325) ( 53,15 mg = 101,1 mg νατριούχου φαινοβαρβιτάλης.


Η % περιεκτικότητα του δείγματος σε νατριούχο φαινοβαρβιτάλη είναι:


� EMBED Equation  ���








*Εάν σε ένα χημικό σύστημα ισχύει ο νόμος του Beer αρκεί ένα και μόνο πρότυπο δ/μα για τον ποσοτικό προσδιορισμό. Ο προσδιορισμός βασίζεται σε μέτρηση a) της απορρόφησης ΑU του δείγματος συγκέντρωσης Cu και β) της απορρόφησης ΑS του προτύπου συγκέντρωσης CS σε κυψελίδα οπτικής διαδρομής b cm: 


AU = εbCU


AS = εbCS


με διαίρεση :  


� EMBED Equation  ���  (   � EMBED Equation  ���


�
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	Από φυτικό ιστό απομονώνεται με μεθόδους διαχωρισμού φαρμακευτική ουσία Χ αγνώστου δομής και χημικού τύπου. 0,2400 g της ουσίας διαλύονται σε 1,000 L ύδατος. Το διάλυμα που προκύπτει, έχει διαπερατότητα 56,0 % σε μήκος κύματος 267 nm και κυψελίδα 1,00 cm.


α) Να εξαχθεί σχέση υπολογισμού της Α από την % Τ και να υπολογιστεί η Α


β) Να υπολογιστεί ο ειδικός συντελεστής απορροφήσεως � EMBED Equation  ���


γ) Να εξαχθούν σχέσεις για την αλληλομετατροπή των όρων α, ε και � EMBED Equation  ���.





ΛΥΣΗ 


α) Από το νόμο του Beer 


   � EMBED Equation  ���


   ακολούθως υπολογίζεται η απορροφητικότητα :


   Α = αbCg/L ( α = 0,252 / 1 / 0,2400 ( α = 1,05 L g-1 cm-1





β) � EMBED Equation.2  ���είναι η απορρόφηση δ/τος συγκέντρωσης 1% w/v δηλαδή 10 g/L. Έτσι : 


    � EMBED Equation.2  ���= 1,05 L g-1 cm-1 ( cm ( 10 g L-1 = 10,5 





γ)  A=εbCmol/L


     A=αbCg/L


       � EMBED Equation.2  ���=αbCg/0,1 L


     Επειδή Cg/L=Cmol/L ( MB και Cg/0,1 L= Cg/L/10 και με βάση τους τρεις παραπάνω τύπους:


     ε=α ( MB,		� EMBED Equation  ���= α ( 10,		� EMBED Equation  ���= ε ( 10 / ΜΒ
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	Το δυναμικό εκλεκτικού ηλεκτροδίου ασβεστίου σε διάλυμα CaCl2 2,50 ( 10-3 M είναι +0,0236 V, Εάν το δυναμικό του ηλεκτροδίου είναι +0,0278 V σε άγνωστο διάλυμα ασβεστίου, να υπολογιστεί η συγκέντρωση των ιόντων Ca2+ στο άγνωστο διάλυμα, Τα δύο διαλύματα έχουν την ίδια ιονική ισχύ. Η κλίση του ηλεκτροδίου βρέθηκε πειραματικά ίση με + 0,02886 V/δεκάδα.





ΛΥΣΗ 


Εάν CS και CU είναι οι συγκεντρώσεις του ασβεστίου στο πρότυπο και στο άγνωστο διάλυμα αντίστοιχα και ΕS και ΕU τα αντίστοιχα δυναμικά του ηλεκτροδίου, έχουμε*:


ΕU = Eo + S ( log CU		


ΕS = Εo + S ( log CS


Με αφαίρεση: EU-ES = S ( (log CU - logCS) ( (EU-ES)/S = log( CU/CS ) 


( CU = CS ( 10(EU-ES)/S ( CU = 2,5 ( 10-3 ( 10(0,0278-0,0236)/0,02886


( CU = 3,50 ( 10-3 M











*Επειδή όλα τα διαλύματα έχουν την ίδια ιονική ισχύ οι ενεργότητες στο νόμο του Nernst αντικαθίστανται από τις συγκεντρώσεις. Η κλίση του ηλεκτροδίου (S) δίνεται από τους τύπους :


� EMBED Equation  ���


όπου zA είναι το φορτίο του ιόντος (θετικό για ανιόντα και αρνητικό κατιόντα)
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	Οι απορροφήσεις τεσσάρων προτύπων διαλυμάτων του φαρμάκου θεοφυλλίνη (ΜΒ=180,17) σε μήκος κύματος 272 nm και κυψελίδα 1,0 cm  είναι:





A/A �
C, M�
Α�
�
1�
2,00 ( 10-5 �
0,204�
�
2�
4,00 ( 10-5 �
0,407�
�
3�
6,00 ( 10-5 �
0,610�
�
4�
8,00 ( 10-5 �
0,815�
�



α) Να κατασκευαστεί η καμπύλη αναφοράς (γραφικά και υπολογιστικά), να υπολογιστεί η μοριακή απορροφητικότητα ε και να δοθούν οι διαστάσεις της.


β) Να υπολογιστεί η απορροφητικότητα α, ο ειδικός συντελεστής απορρόφησης � EMBED Equation  ��� και η σταθερά αναλογίας Κ όταν η συγκέντρωση του φαρμάκου εκφράζεται σε ppm (μg/mL) και να δοθούν οι διαστάσεις.


γ) Να υπολογιστεί η εκατοστιαία διαπερατότητα διαλύματος του φαρμάκου συγκέντρωσης 2,50 ( 10-5 M, αν η μέτρηση γίνει στο ίδιο μήκος κύματος και σε κυψελίδα 2,0 cm.





ΛΥΣΗ


α) 


Κατασκευάζεται διάγραμμα Α προς C (σχήμα 4). Χρησιμοποιώντας τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων με τη συγκέντρωση C ως ανεξάρτητη μεταβλητή (x)  και την απορρόφηση Α ως εξαρτημένη μεταβλητή (y), βρίσκουμε την εξίσωση της ευθείας του νόμου του Beer :


A = (0,000 ( 0,001) + (1,018 ( 0,002) ( 104 ( C		(r = 0,999997)


Από το σχήμα φαίνεται και από την εξίσωση επιβεβαιώνεται ότι η καμπύλη αναφοράς διέρχεται από την αρχή των αξόνων (σημείο 0,0)*. Ο μεγάλος συντελεστής συσχέτισης (r=0,999997) δείχνει την καλή γραμμικότητα δηλαδή την ισχύ του νόμου του Beer  στην περιοχή συγκεντρώσεων που μελετήθηκε (2-8 ( 10-5 Μ). Η κλίση της ευθείας είναι ε(b : 


ε(b = 1,018 ( 104 mol-1L ( ε = 1,018 ( 104 mol-1L / 1,0 cm-1 ( ε = 1,018 ( 104 mol-1 L cm-1


β)


� EMBED Equation.2  ���� EMBED Equation.2  ��� (καθαρός αριθμός)


� EMBED STATISTICAGraph  ���





Όταν η συγκέντρωση εκφράζεται σε ppm (mg/L), επειδή Cg/L=10-3g mg-1 ( Cmg/L η σταθερά αναλογίας Κ υπολογίζεται από το νόμο του Beer:


A = α b Cg/L = α b 10-3 g mg-1 ( Cmg/L οπότε 


Κ= α b 10-3 = 56,50 g-1 L cm-1 ( 1,0 cm ( 10-3 g mg-1 = 5,650 ( 10-2 ppm-1 cm-1





γ)


Υπολογίζεται η απορρόφηση του διαλύματος: 


A=εbC=1,018 ( 104 ( 2,0 ( 2,5 ( 10-5= 0,509


Η απορρόφηση συνδέεται με την % διαπερατότητα με τη σχέση :


� EMBED Equation.2  ��� ( %T=100 ( 10-0,509  (  %T=31,0


   


*Παρόλο που ο νόμος του Beer προβλέπει ότι η εξίσωση της καμπύλης αναφοράς θα περνά από την αρχή των αξόνων (σημείο 0,0), πολλές φορές η εξίσωση της ευθείας που κατασκευάζεται γραφικά ή υπολογίζεται με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων τέμνει τον άξονα της απορρόφησης σε θετικές τιμές. Δηλαδή για μηδέν συγκέντρωση, η απορρόφηση παίρνει μια ορισμένη θετική τιμή η οποία είναι η απορρόφηση του “τυφλού” του διαλύματος δηλαδή που περιέχει όλα τα αντιδραστήρια και αντί για δείγμα διαλύτη. Η μείωση της απορρόφησης του τυφλού είναι επιθυμητή αλλά όχι απαραίτητη για την εκτέλεση της ανάλυσης και λήψη επαναλήψιμων αποτελεσμάτων. Ερώτημα το οποίο καλείται να απαντήσει ο αναλυτής είναι αν η υπολογιζόμενη με τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων τιμή του τυφλού διαφέρει από το μηδέν. Στο πρόβλημα αυτό βέβαια η τιμή του τυφλού (0,000 ( 0,001) είναι μηδέν. Αν όμως η τιμή του τυφλού βρισκόταν π.χ. ίση με  (0,02 ( 0,05) τότε για να δοθεί απάντηση στο αν η τιμή 0,02 διαφέρει από το μηδέν πρέπει να χρησιμοποιηθεί το κριτήριο t: 


tπειρ=(x-μ)� EMBED Equation.2  ���/s=(0,02-0)� EMBED Equation.2  ���/0,05=0,8 και επειδή 0,8=tπειρ<tθεωρ=3,18 (για στάθμη εμπιστοσύνης 95%) δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ του 0,02 και του μηδενός.


Eιδικός συντελεστής � EMBED Equation  ��� είναι η απορρόφηση διαλύματος 1 % w/v της ουσίας Χ σε κυψελίδα 1,0 cm. 


�
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Εάν η παράσιτη ακτινοβολία PS είναι ίση με α) 1,0 % και β) 2,0 % της ισχύος Pο που διέρχεται από την κυψελίδα αναφοράς και η πραγματική διαπερατότητα των δειγμάτων Δ1 και Δ2 (απουσία παράσιτης ακτινοβολίας) είναι 0,100 και 0,500 αντίστοιχα, να υπολογιστεί το % σφάλμα στη συγκέντρωση καθενός δείγματος που οφείλεται στην παράσιτη ακτινοβολία.





ΛΥΣΗ


Παράσιτη ακτινοβολία είναι το σύνολο των ανεπιθύμητων ακτινοβολιών που φθάνουν στον ανιχνευτή, χωρίς να ανήκουν στην επιλεγμένη από το μονοχρωμάτορα δέσμη.


� EMBED Equation  ���


Επειδή Απειρ < Απραγμ παρατηρείται πάντα αρνητική απόκλιση από το νόμο του Beer.


Παράσιτη ακτινοβολία 1,0% της Po


PS=0,01Po


Διάλυμα διαπερατότητας 0,100


P/Pο=0,1 ( P=0,1Po


� EMBED Equation  ���


Το σφάλμα στη συγκέντρωση είναι:


� EMBED Equation.2  ���=� EMBED Equation.2  ���= -3,7 %


Διάλυμα διαπερατότητας 0,500


P/Pο=0,1 ( P=0,5Po


� EMBED Equation  ���


Το σφάλμα στη συγκέντρωση είναι:


� EMBED Equation.2  ���=� EMBED Equation.2  ���= -1,3 %


Παράσιτη ακτινοβολία 2,0% της Po


PS=0,02Po


Διάλυμα διαπερατότητας 0,100


P/Pο=0,1 ( P=0,1Po


� EMBED Equation  ���


Το σφάλμα στη συγκέντρωση είναι:


� EMBED Equation.2  ���=� EMBED Equation.2  ���= -7,1 %


Διάλυμα διαπερατότητας 0,500


P/Pο=0,1 ( P=0,5Po


� EMBED Equation  ���


Το σφάλμα στη συγκέντρωση είναι:


� EMBED Equation.2  ���=� EMBED Equation.2  ���= -2,7 %


Τα αποτελέσματα σε μορφή πίνακα είναι:


% σφάλμα στην υπολογιζό-μενη συγκέντρωση�
�
�
Τ=0,1�
Τ=0,5�
�
1% PS�
-3,7%�
-1,3%�
�
2% PS�
-7,1%�
-2,7%�
�
Από τον πίνακα φαίνεται ότι % σφάλμα στην υπολογιζόμενη συγκέντρωση το οποίο οφείλεται στην παράσιτη ακτινοβολία, αυξάνει με αύξηση της παράσιτης ακτινοβολίας και ελαττώνεται όταν αυξάνεται η διαπερατότητα του δείγματος δηλαδή όταν αυξάνεται η συγκέντρωση του δείγματος. Δηλαδή όταν υπάρχει παράσιτη ακτινοβολία το σφάλμα είναι μεγαλύτερο στα αραιότερα δείγματα. Συνήθως PS > 0,01 Po είναι απαράδεκτο.
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